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ÉTUDE DE LA TOXICITÉ DU PEPTIDE Aβ42 DANS LA LEVURE SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE. 
 
La maladie d’Alzheimer est la maladie neurodégénérative la plus fréquente chez 
l’Homme et constitue un enjeu économique et de santé publique majeur. Les cerveaux de 
patients atteints présentent une atrophie corticale associée à deux types de lésions : les 
dégénérescences neurofibrillaires, constituées de protéines Tau agrégées, et les plaques 
amyloïdes, composées majoritairement de peptides amyloïde beta Aß agrégés. Les peptides 
Aß et leur agrégation seraient à l’origine de la pathogenèse.  
Afin d’éclaircir les mécanismes moléculaires à la base de la toxicité d’Aß, nous avons 
construit un modèle de toxicité d’Aß dans la levure Saccharomyces cerevisiae. Ce modèle a 
permis d’établir que la toxicité d’Aß dans la levure est intimement liée à sa sécrétion et au 
trafic vésiculaire. Ce modèle nous a également permis de réaliser une étude structure-toxicité 
du peptide et de mettre en évidence des éléments en cis importants pour la toxicité d’Aß. Une 
nouvelle voie d’agrégation des peptides toxiques en structure riche en feuillet ß anti-parallèle 
a pu ainsi être mise en évidence.  
Le modèle de toxicité d’Aß et l’existence de variants très toxiques d’Aß dans la levure 
nous a permis de réaliser des cribles génétiques afin de rechercher les éléments modulant la 
toxicité d’Aß in vivo. Le trafic vésiculaire, en particulier l’endocytose via le remodelage du 
cytosquelette d’actine, un complexe responsable de la formation de vésicules intraluminales 
appelé ESCRT, forment autant de pistes à étudier pour améliorer notre compréhension de la 
toxicité d’Aß.  
 
 
Mots clés : levure, peptide Aß, toxicité, étude structure-toxicité, oligomères 













TOXICITY STUDY OF BETA AMYLOID PEPTIDE Aβ42 IN SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE. 
 
Alzheimer’s disease is the most common neurodegenerative disease. This pathology is 
caused by aggregation of Aß peptides. The exact mechanism of neuronal cell dysfunction in 
Alzheimer’s disease is poorly understood and numerous models have been used to decipher the 
mechanisms leading to cellular death. 
In order to clarify the molecular mechanisms underlying the toxicity of Aß, we 
generated a new model to study Aß toxicity in yeast Saccharomyces cerevisiae. In our model, 
Aß toxicity is closely related to its secretion and its intracellular traffic. Indeed, when Aß is 
targeted to the secretory pathway, it is able to produce toxic species. Interestingly, we 
demonstrated also that even if Aß is addressed to the secretory pathway, it is still able to form 
cytoplasmic aggregates.  
Moreover, with this model, we generated new highly toxic mutants of Aß by random 
mutagenesis. In order to correlate structural conformation ‘signature’ to Aß toxicity, we 
performed a structure-toxicity study of these new variants. In vitro, we demonstrated that a new 
anti-parallel aggregation pathway is associated with highly toxic mutants of Aß. Then, using 
our Aß yeast model and also these harmful variants, we performed genetic screens in order to 
identify candidate genes able to modulate Aß toxicity in vivo. Given these different screens, 
we found that vesicular trafficking, endocytosis via actin cytoskeleton remodeling, and 
ESCRT-III (Endosomal Sorting Complex Required for Tansport) open new avenues to 
improve our understanding of Aß toxicity. 
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I. Les protéines amyloïdes 
I.A. Historique 
Le terme « amyloïde » fut introduit en 1854 par le médecin pathologiste allemand 
Rudolf Virchow. Il désigna par ce terme des structures cérébrales anormales, qui, comme 
l’amidon, présentaient une coloration bleu pâle après traitement à l’iode et viraient au violet 
après l’addition d’acide sulfurique. Initialement, « amyloïde » désignait des anomalies 
macroscopiques, des dépôts extracellulaires semblables à l’amidon, observés lors d’examens 
post mortem d’organes et de tissus de patients atteints de diverses affections (Figure 1). La 
nature protéique de ces dépôts fut établie dés 1859 par Friedreich et Kekule, cependant il 
fallut plus d’un siècle supplémentaire pour identifier les protéines les constituant. 
 
Figure 1 : Schémas de dépôts amyloïdes pathologiques attribués à Frerichs (1862) (Sipe 




Grâce aux progrès techniques réalisés en microscopie couplée à des colorants histo-
pathologiques, certaines propriétés structurales d’amyloïde ont pu être mises en évidence. En 
1927, Divry et Florkin démontrèrent que les dépôts amyloïdes de différents tissus présentent 
une biréfringence en lumière polarisée, qu’ils soient ou non colorés au rouge Congo. 
Lorsqu’ils le sont, les dépôts amyloïdes pathologiques présentent une biréfringence verte en 
lumière polarisée (Figure 2). Ces critères de coloration et biréfringence furent les premiers 
adoptés pour caractériser les amyloïdes. En 1959, le caractère fibrillaire des amyloïdes fut 




Figure 2 : Biréfringence d’amyloïde cardiaque coloré au rouge Congo.  
Les dépôts amyloïdes sont colorés en rouge par le rouge Congo en microscopie optique (A), 
et présentent une biréfringence verte en lumière polarisée (B) (Source : www.e-heart.org). 
 
Les connaissances sur « l’amyloïde » crûrent avec la qualité des purifications de fibres 
amyloïdes extraites de tissus. Les premières méthodes de purification étaient basées sur des 
séparations physiques, homogénéisation dans des tampons salins puis centrifugations 
différentielles (Cohen and Calkins, 1964). L’amélioration des purifications (Pras et al., 1968) 
permit l’identification de protéines constituant les dépôts amyloïdes, dévoilant ainsi leurs 
multiples natures. C’est en 1971 que George G. Glenner et ses collaborateurs séquencèrent les 
protéines purifiées d’amyloïdes hépatiques et spléniques. Ils identifièrent une chaîne légère 




premières fibrilles in vitro présentant les caractéristiques des amyloïdes (Glenner et al., 1971). 
La nature diverse des protéines amyloïdes était pressentie. Elle fut confirmée lorsque, par la 
suite, d’autres protéines furent purifiées à partir de dépôts amyloïdes (Benditt and Eriksen, 
1971). Ceci conduisit à un élargissement du champ d’étude des amyloïdes non plus à une 
protéine amyloïde seule, mais à une large classe de protéines. 
 
I.B. Propriétés des fibres amyloïdes 
Les fibres amyloïdes, bien que constituées de protéines différentes, possèdent des 
propriétés communes. Elles sont composées d’un seul type de protéines qui sont auto 
assemblées en feuillets ß croisés ou « cross-bêta » (Figure 3). Les feuillets ß y sont 
perpendiculaires à l’axe d’élongation de la fibre. Cette organisation en « cross-bêta » est 
responsable du profil de diffraction des rayons X, représenté en Figure 4, où un halo 
périphérique à 4,7 Angström correspond à la distance entre chaque brin ß, un second halo à 10 
Angström environ correspond à la distance entre les deux feuillets (Figure 3) (Sunde et al., 
1997).  
C’est également cette conformation en « cross-bêta » qui leur confère leur propriété de 
biréfringence, visible notamment par la biréfringence verte en lumière polarisée après 
coloration au rouge Congo. La richesse en feuillets ß des fibres amyloïdes amène à des 
propriétés tinctoriales spécifiques comme la capacité à fixer le rouge congo et la thioflavine T 
(ThT). Ces affinités sont utilisées pour l’évaluation de l’élongation des fibres au cours de leur 





Figure 3 : Organisation « cross-bêta » caractéristique de fibres amyloïdes. 
Les chaînes polypeptidiques s’agencent en feuillets ß perpendiculaires à l’axe de la fibre. La 





Figure 4 : Profil de diffraction des rayons X de fibres amyloïdes.  
Ces fibres amyloïdes, purifiées à partir de foie et de rate, présentent un halot central 
correspond à environ 10 Å, et un anneau périphérique à environ 4,7 Å (Eanes and Glenner, 
1968). 
 
Cet état d’agrégation confère aux fibres amyloïdes une très grande stabilité, conduisant 




I.C. Repliement protéique, agrégation et amyloïdes 
I.C.1. La théorie du « paysage énergétique » du repliement protéique 
Selon la théorie du « paysage énergétique » du repliement protéique, le processus du 
repliement suit un « entonnoir énergétique » dans lequel les intermédiaires conformationnels 
tendent progressivement vers l’état natif. L’état natif d’une protéine correspond presque 
toujours au repliement thermodynamiquement le plus stable. Comme les interactions natives 
entre les résidus d’une chaîne polypeptidique sont plus stables que les interactions non-
natives, elles sont plus persistantes. L’augmentation progressive des interactions natives 
réduit rapidement les possibilités de repliement, et donc optimise l’acquisition de la structure 
tridimensionnelle native de faible énergie, conduisant au profil en entonnoir (Figure 5, partie 
de gauche : contacts intramoléculaires).  
Les formes partiellement repliées ou mal repliées peuvent s’avérer problématiques du 
fait de leur forte propension à s’agréger. Les cellules possèdent des protéines chaperones 
prenant en charge ces intermédiaires, et permettant de les réengager dans le chemin de 
repliement natif (Figure 5, partie de droite : contacts intermoléculaires). La capacité à former 
des fibrilles amyloïdes semble être commune à beaucoup de protéines in vitro, cependant, in 






Figure 5 : Réactions de compétitions entre repliement protéique et agrégation.  
Par l’établissement de contacts intramoléculaires (en vert), la protéine en cours de repliement 
se dirige vers sa forme native. Lorsque plusieurs molécules se replient simultanément, des 
contacts intermoléculaires peuvent s’établir, conduisant à la formation d’agrégats amorphes, 
d’oligomères ou de fibrilles amyloïdes (en rouge). Ceci est prévenu in vivo par des 
chaperones (d'après Hartl et al., 2011). 
 
 
I.C.2.  Formation des amyloïdes 
In vitro, la cinétique de formation des fibres amyloïdes (mesurée par l’augmentation 
de la fluorescence de la ThT, la diffusion de la lumière ou toute autre technique) présente une 
phase de latence, suivie d’une phase de croissance rapide. Ce type de profil est caractéristique 






Figure 6 : Schéma de cinétiques de fibrillation.  
En rouge, la cinétique de fibrillation présente une phase de latence suivie d’une phase de 
croissance rapide correspondant à une étape de nucléation lente, suivie d’une élongation des 
fibres rapides. En bleu, l’étape de nucléation est considérablement réduite par l’ajout de 
noyau de nucléation « seeds ». 
 
La phase de latence correspond au temps nécessaire à la formation de « noyaux ». Une 
fois ces noyaux formés en quantité suffisante, les fibres s’allongent rapidement par 
l’association des monomères ou oligomères aux noyaux. La phase de latence peut être réduite 
voire même éliminée par l’ajout de fragments de fibres préformées, appelé « seeds » 
(semences, graines en français) (Jarrett and Lansbury, 1992). Dans ce cas, la formation de 
noyaux n’est plus limitante, et l’auto-assemblage se réalise directement sur les « seeds » 
(Figure 6, en bleu).  
Les premières phases de fibrillation sont associées à la formation d’oligomères 
solubles. Ces intermédiaires sont très étudiés pour comprendre les étapes précoces de la 
fibrillation, mais également parce qu’ils sont associés à une cytotoxicité accrue (Bucciantini 
et al., 2002). Il s’agit particulièrement d’espèces oligomériques présentant des structures 
granulaires, annulaires ou « protofibrillaires » (Goldsbury et al., 1999; Bucciantini et al., 




spécifiquement ces espèces issues de différentes sources (α-synucléine, IAPP, polyglutamine, 
lysosyme, insuline et PrP(106-126) ou encore l’anticorps 11-1F4 qui reconnaît la chaîne 
légère de l’immunoglobuline, l’amyloïde sérique A, la transthyrétine, le lysosyme, l’ApoA1 
et Aß), mais pas les monomères ni les fibres finales (Hrncic et al., 2000; Kayed et al., 2003). 
Ceci suggère que ces espèces oligomériques possèdent des éléments structuraux communs.  
 
 
I.D. Rôle physiologique des amyloïdes 
Attendu que les amyloïdes ont été décrits dans le cadre de pathologies humaines, les 
fibres amyloïdes ont longtemps été considérées comme néfastes pour l’organisme les 
produisant. Depuis, d’autres protéines amyloïdes ont été identifiées comme 
« fonctionnelles ». En voici quelques illustrations.  
 
I.D.1. Les amyloïdes fonctionnels chez les procaryotes 
I.D.1.a. Curli 
Un premier exemple de fibres amyloïdes fonctionnelles a été décrit chez certaines 
bactéries gram négative telles que Escherichia coli (Olsen et al., 1989). Il s’agit de Curli, un 
composant de la matrice extracellulaire produit lors de la croissance en biofilm (Figure 7).  
 
Figure 7 : Biofilm de bactéries E.coli en microscopie électronique à balayage.  




Curli est constituée de protéines CsgA auto assemblées grâce à la protéine de nucléation 
de Curli CsgB. En effet, les cellules exprimant seulement CsgA la sécrète sous forme soluble. 
La présence de CsgB est nécessaire in vivo à l’assemblage de CsgA  (Hammar et al., 1996) 
alors qu’in vitro, celle-ci s’auto assemble en fibre « curli-like » (Chapman et al., 2002). Ce 
mécanisme permet de découpler le processus de nucléation de celui de l’élongation, 
permettant ainsi de limiter l’exposition de la cellule à des intermédiaires de repliement 
potentiellement cytotoxiques. 
Les fibres de Curli sont donc un composant majeur de la matrice extracellulaire 
produite au cours de la croissance en biofilm (Uhlich et al., 2006; Vidal et al., 1998). Elles 
sont impliquées dans les étapes initiales de la fixation aux cellules de l’hôte (Gophna, 
Oelschlaeger, Hacker, & Ron, 2002; Wang et al., 2006), induisent la réponse inflammatoire 
(Harrington et al., 2005), augmentent le taux de survie des bactéries, et leur résistance aux 
agents antibactériens (Uhlich et al., 2006). 
 
I.D.1.b. Chaplins 
Chez la bactérie filamenteuse Streptomyces coelicolor a été décrit une famille de 8 
gènes codant pour des protéines appelées « chaplin » (Claessen et al., 2003; Elliot et al., 
2003). Ces protéines sont impliquées dans la formation des hyphes aériens, régulant la 
différenciation morphologique des cellules.  
 
Figure 8 : Hyphes aériens de Streptomyces coelicolor.  
Les hyphes, ici visible par microscopie électronique à balayage, sont tapissés de chaplins (Di 




Les chaplins sont sécrétées et peuvent s’auto assembler à l’interface air-eau. En milieu 
hydrophobe, ces fibres forment un manteau à la surface des hyphes, permettant ainsi leur 
croissance dans ces conditions (Figure 8). Un rôle dans l’attachement cellulaire a également 
été mis en évidence, via la formation de fimbriae (de Jong et al., 2009). 
 
I.D.1.c. Harpins et Microcins 
Les bactéries utilisent également les propriétés cytotoxiques d’amyloïdes. La microcin 
E942, aussi appelée Mcc, est produite au cours des phases exponentielle et stationnaire de 
croissance de la bactérie Klebsiella pneumoniae. Elle est responsable d’une perméation des 
membranes plasmiques des cellules pulmonaires par la formation de pores (de Lorenzo and 
Pugsley, 1985; Lagos et al., 1993). Au cours de la croissance des cellules et de sa production, 
Mcc s’auto assemble en fibres amyloïdes, perdant par cette agrégation ses propriétés de 
perméation (Bieler et al., 2005).  
Les harpins sont des protéines bactériennes produites par des pathogènes de plantes et 
causant une réaction d’hypersensibilité (qui est l’équivalent de l’apoptose des cellules 
animales). L’harpin HpaG, produite par les bactéries Xanthomonas, présente lors de sa 
purification des structures oligomériques sphériques. Ces structures sont capables de former 
après quelque temps des fibres amyloïdes qui conservent leurs propriétés toxiques. D’autres 
harpins sont capables de former des structures fibrillaires : HrpN, HrpZ (Oh et al., 2007).  
  
I.D.2. Les amyloïdes fonctionnels chez les eucaryotes 
I.D.2.a. Les prions de levure 
La levure Saccharomyces cerevisiae est réputée pour ces protéines amyloïdes 
particulières, les prions. Les prions sont définis comme des agents infectieux non 




Prusiner, 1997). Les premiers phénotypes prions [PSI+] et [URE3] ont été décrits 
respectivement par B. Cox en 1965 (Cox, 1965) et F. Lacroute en 1971 (Lacroute, 1971). Ce 
n’est que plus tard que ces phénotypes ont été associés à la présence de protéines prions 
(Wickner, 1994), puis que la démonstration a été apportée que les prions sont les formes 
amyloïdes des protéines correspondantes (King and Diaz-Avalos, 2004; Tanaka et al., 2004; 
Brachmann et al., 2005; Sparrer et al., 2000).  
 
I.D.2.a.1. [PSI+] 
 [PSI+] correspond à la forme prion de la protéine Sup35p. Sup35p est un facteur de 
terminaison de la traduction. Sous forme prion, la majeure partie des Sup35p est séquestrée au 
sein des fibres amyloïdes et n’exerce plus leur fonction cellulaire. Ceci conduit à une 
diminution de l’activité de terminaison de la traduction, et donc à une translecture accrue des 
codons stop. Le passage de la forme cellulaire à la forme prion est spontané et concerne 
environ 1 cellule sur 106 (Lund and Cox, 1981; Lancaster et al., 2010; Chernoff et al., 1999). 
La fréquence d’apparition du prion est augmentée lors de stress environnementaux (Tyedmers 
et al., 2008). En comparant la croissance de souches sauvages [PSI+] de différentes origines 
écologiques, à celle des mêmes souches curées du prion, il apparaît que la présence de prions 
produit des variations phénotypiques considérables, avantageuses ou néfastes. Les prions 
confèrent manifestement aux levures une plasticité qui leur permet d’explorer de nouveaux 
phénotypes en cas de confrontation à un environnement défavorable à leur croissance 
(Halfmann et al., 2012). 
 
I.D.2.a.2. [URE3] 
[URE3] est la forme prion de la protéine Ure2p (Wickner, 1994), dont le rôle est de 




la transcription de leurs gènes cibles lors de la croissance en milieu riche en sources 
préférentielles d’azote. Par cette interaction, Ure2p empêche la transcription de gènes dont les 
produits sont impliqués dans le métabolisme azoté. Sous forme prion, la séquestration de 
Gln3 est altérée et conduit à une expression constitutive de ses gènes cibles (Courchesne and 
Magasanik, 1988). La perte de fonction d’Ure2p, conséquence de son passage sous forme 
prion, peut donc modifier considérablement les capacités de la cellule à utiliser des sources 
alternatives d’azote. Ceci peut s’avérer profitable dans les conditions œnologiques de 
fermentation alcoolique de jus de raisin, conditions dans lesquelles la proline et l’arginine 
sont des sources d’azote majeures (Salmon and Barre, 1998). 
 
I.D.2.a.3. Autres prions connus et candidats prions de levure 
Plus d’une vingtaine de prions et de candidats prions de levure ont été décrits à ce jour 
(Tableau I). Parmi eux beaucoup sont des facteurs de transcription, de transduction ou des 
protéines de maturation des ARNs. L’existence de ces prions suggère que l’hétérogénéité 
phénotypique qu’ils procurent contribue à un mécanisme qui arme les levures contre les 
changements environnementaux. L’équipe de R. Halfman (Holmes et al., 2013) vient 
récemment de montrer que les teneurs en alcool et en oxygène de l’environnement régule 
l’apparition d’un prion particulier, appelé [MOT3] montrant ainsi que l’environnement peut 





Tableau 1 : Prions connus et soupçonnés de Saccharomyces cerevisiae 




Chez le champignon filamenteux Podospora anserina, les hyphes peuvent 
naturellement et spontanément fusionner. Cette fusion somatique peut être avorté lorsque les 
souches concernées sont incompatibles. Ce phénomène, appelé incompatibilité 
hétérocaryotique, est sous le contrôle d’un ensemble de gènes, repartis sur 9 loci « het ». L’un 
d’entre eux, le locus het-s, présente deux allèles : het-s et het-S (Turcq et al., 1991). L’allèle 
het-s est lui-même associé à deux phénotypes : [Het-s*], qui est compatible avec les souches 
[Het-S], et [Het-s] qui est incompatible avec les souches [Het-S] (Rizet, 1952). Ces 
phénotypes sont la conséquence des deux états de la protéine HET-s : [Het-s*] correspond à 
un état soluble de la protéine, tandis que le phénotype [Het-s] est associé à sa forme prion 




L’incompatibilité hétérocaryotique s’exercerait par la transconformation de la protéine 
HET-S par le prion. C. Seuring et ses collaborateurs ont proposé le mécanisme suivant. Lors 
de la fusion d’hyphes de souches [Het-s] et [Het-S], les fibres constituées de protéines HET-s 
sous forme prion serviraient de matrice au repliement d’HET-S. Ceci entraîne un changement 
conformationnel de cette dernière, dévoilant des hélices auparavant masquées et favorisant 
son oligomérisation. Le prion activerait ainsi la toxine HET-S, qui agirait en formant des 
pores membranaires, conduisant in fine à la mort de la cellule hétérocaryotique (Seuring et al., 
2012).  
L’incompatibilité hétérocaryotique résultant de [het-s] et [het-S] contribuerait à limiter 
la propagation d’éléments génétiques infectieux comme les virus ou les plasmides tels que le 
plasmide de sénescence pAL2-1 (Debets et al., 2012). 
 
I.D.2.c. Les amyloïdes fonctionnels des mammifères 
I.D.2.c.1. Pmel17 
Chez les mammifères, la plupart des protéines amyloïdes décrites sont responsables de 
pathologie. Cependant, il en est une impliquée dans les mécanismes de défense contre les 
rayons ultraviolets. Pmel17 est une protéine transmembranaire produite dans les cellules 
spécialisées dans la synthèse de mélanine comme les mélanocytes ou les cellules de 
l’épithélium pigmentaire rétinien. Elle subit un clivage lors de son passage dans le trans-golgi 
qui conduit à la production d’un fragment d’environ 80 kD, appelé Mα. Ce fragment s’auto 
assemble en fibres amyloïdes qui conditionnent l’agrégation de la mélanine et la maturation 
des mélanosomes, les compartiments cellulaires spécialisés dans la synthèse et le stockage de 





I.D.2.c.2. Le cas des hormones peptidiques 
Certaines cellules endocrines et exocrines stockent leurs protéines et peptides dans des 
granules de sécrétion. Ces granules présentent un cœur dense constitué de protéines agrégées. 
Certaines hormones peptidiques forment in vitro des fibres amyloïdes. Ces fibres sont 
capables de relarguer des monomères actifs. Les granules purifiés de cellules de souris ou de 
rat tout comme les coupes de tissus montrent les caractéristiques des fibres amyloïdes (Maji et 
al., 2009). Les fibres amyloïdes constitueraient donc des modes de stockages d’hormones 
peptidiques au sein de compartiments vésiculaires dédiés et immédiatement disponibles. 
 
 
Comme nous l’avons vu précédemment, l’étude des protéines amyloïdes s’est 
historiquement concentrée sur les amyloïdes pathogènes, qui sont majoritaires chez les 
mammifères. Certains d’entre eux sont décrits dans les paragraphes suivants. 
 
 
I.E. Les amyloïdes pathogènes 
Les amyloses ou amyloïdoses se caractérisent par des dépôts protéiques insolubles 
dans les tissus. De nombreux organes peuvent être touchés : le rein, le foie, le cœur, le tube 
digestif, la peau et même le système nerveux central et périphérique. Une vingtaine de 
protéines amyloïdes différentes ont été associées à ces amyloses. Les symptômes varient 






I.E.1. Les amyloses non-neurodégénératives 
Dans de nombreux cas, l’amylose concerne d’autres organes que le système nerveux 
central. Les protéines amyloïdes s’accumulent dans les tissus, et ne peuvent pas être détruit 
par l’organisme. Ceci conduit à la destruction partielle ou complète de l’organe touché. La 
gravité de l’amylose dépend donc souvent du tissu concerné (décrits dans les revues suivantes 
Sipe et al., 2010; Merlini and Bellotti, 2003). 
 
I.E.1.a. La chaîne légère des immunoglobulines 
Les amyloses associées aux dépôts amyloïdes de chaîne légère des immunoglobulines 
peuvent toucher tous les organes, excepté le système nerveux central. Le rein est le plus 
souvent affecté (deux tiers des patients). Les chaînes légères des immunoglobulines sont 
produites par les plasmocytes et la moelle osseuse. Un excès de chaînes légères libres est 
retrouvé chez les patients, particulièrement les chaînes légères de type lambda, promptes à 
s’auto assembler. Ces assemblages se forment dans différents tissus, conduisant à des signes 
cliniques très variés. La toxicité serait un effet mécanique des dépôts ou pourrait être le fruit 
d’intermédiaires de repliements cytotoxiques (Palladini et al., 2006).  
 
I.E.1.b. La transthyrétine (TTR) 
La TTR est une protéine du plasma, présente également dans le liquide céphalo-
rachidien, synthétisée entre autres par le foie. Elle est le transporteur d’une hormone 
thyroïdienne, la thyroxine T4, et de la vitamine A via son interaction avec la « retinol-
binding-complex » (Nilsson et al., 1975). Elle agit sous forme homo-tétramérique. Plusieurs 
mutations sont responsables de neuropathies familiales, parfois associées à des manifestations 




Plus d’une centaine de mutations responsables de ces neuropathies conduisent à une 
diminution de la stabilité du tétramère, et de sa dissociation en monomère et à leur agrégation 
en fibres amyloïdes (McCutchen et al., 1993). 
 
I.E.1.c. La Microglobuline ß2 
La microglobuline ß2 est la chaîne légère du complexe majeur d’incompatibilité de 
type I, complexe impliqué dans la reconnaissance du soi, présent à la surface de toutes les 
cellules. Dans certaines pathologies rénales, la microglobuline ß2 n’est plus excrétée par le 
rein et s’accumule dans le sang. Cette accumulation peut conduire à la formation de dépôts 
amyloïdes dans les tissus riches en collagène (os, ligaments, synovies…) (Gejyo et al., 1985; 
Gorevic et al., 1985; Eichner and Radford, 2011).  
 
I.E.1.d. L’apolipoprotéine A-1 (ApoA-1) 
L’apoA-1 est une protéine du plasma, synthétisée par le foie et l’intestin grêle, chargée 
du transport de lipides dans le sang (Mahley et al., 1984). Seize mutations sont associées à des 
amyloses touchant des organes différents en fonction de la position de la mutation. Les 
mutations dans la partie N-terminale (1-75) conduisent à des manifestations hépatiques ou 
rénales, tandis que les mutations affectant la partie C-terminale (173-178) sont responsables 
d’amyloses touchant le cœur, la peau ou le larynx. La mutation Gly26Ala conduit à des 
amyloses neuropathiques (Sorci-Thomas and Thomas, 2002). 
 
I.E.1.e. La gelsoline 
La gelsoline est une protéine cytoplasmique impliquée dans la régulation de la 
polymérisation du cytosquelette d’actine. Elle se fixe aux filaments d’actine en présence de 




fixe aussi aux extrémités positives des filaments d’actine pour en empêcher la re-
polymérisation. Dans des formes extrêmement rares d’amyloses, des fragments de gelsoline 
s’auto assemblent en fibres amyloïdes, et conduisent à une dystrophie cornéenne et une 
neuropathie crânienne et périphérique (Solomon et al., 2012). 
 
I.E.1.f. Le lysosyme 
Le lysosyme est une hydrolase acide présente dans les sécrétions physiologiques telles 
que les larmes, la salive ou le mucus. Il possède une action bactéricide, par son activité 
d’hydrolyse des parois des bactéries gram positives. Il facilite également la phagocytose par 
les leucocytes de ces bactéries. Certaines mutations déstabilisent la structure 
tridimensionnelle du lysosyme et conduisent à son agrégation en fibres amyloïdes, affectant 
les glandes salivaires, la langue ou encore les glandes lacrymales (Pepys et al., 1993). 
 
I.E.1.g. Le fibrinogène 
Le fibrinogène, synthétisé par le foie, est un facteur de coagulation circulant qui se 
change en fibrine au cours de la coagulation. Des mutations de la chaîne alpha du fibrinogène 
A sont associées à des amyloses rénales familiales (Asl et al., 1998).  
 
I.E.1.h. L’amyloïde A 
L’amyloïde A est le produit de clivage de la SAA (Apolipoprotéine Amyloïde A 
sérique). La SAA est produite par les hépatocytes, sous le contrôle de l’interleukine 6. Lors 
d’inflammations chroniques ou d’arthrites rhumatoïdes, la production de SAA augmente. La 
production de l’amyloïde A est également augmentée, et provoque l’agrégation du peptide. 
Par ailleurs, l’injection ou l’ingestion de fibres d’amyloïde A accélèrerait l’agrégation des 





I.E.1.i. L’Islet Amyloid PolyPeptide IAPP 
 L’IAPP pour Islet Amyloid PolyPeptide est responsable de certains diabètes de type 
II. Ce peptide est produit par les cellules ß des îlots de Langerhans, et est sécrété avec 
l’insuline. Il semblerait que l’IAPP ait un rôle d’hormone pancréatique, au même titre que 
l’insuline et le glucagon. Les diabètes de type II sont caractérisés par une résistance de 
l’organisme à l’insuline, provoquant en réaction une surproduction à la fois de l’insuline, mais 
aussi de l’IAPP. Cette surproduction conduit à l’agrégation de l’IAPP dans les cellules 
pancréatiques, provoquant leur apoptose et l’aggravation du diabète (Clark et al., 1987).  
 
I.E.1.j. Les cristallines 
Les cristallines, protéines naturellement riches en feuillets ß, sont présentes au niveau 
du cristallin, lui conférant sa grande stabilité et sa transparence. Certaines mutations 
ponctuelles peuvent conduire à une déstabilisation de ces cristallines et provoquer leur 
agrégation en fibres amyloïdes. Ces dépôts sur la cornée sont alors responsables d’une 
cataracte précoce (Meehan et al., 2004). 
 
La toxicité des protéines amyloïdes associées à des processus pathologiques non 
neurodégénératifs semble être davantage liée à une perte de fonction de la protéine native ou à 
des dépôts ingérables pour l’organisme qu’à une toxicité propre des agrégats formés.  
 
 
D’autres protéines amyloïdes pathogènes très étudiées sont associées à des maladies 





I.E.2. Les affections du système nerveux central 
I.E.2.a. Les Encéphalopathies Spongiformes Transmissibles (EST) 
Les EST humaines peuvent être subdivisées en trois grands groupes : les formes 
sporadiques de la maladie de Creutzfeldt Jakob (MCJ), les formes génétiques (MCJ 
génétiques (revues (Ahmad et al., 2012; Gambetti et al., 2003)), l’insomnie fatale familiale 
(Gambetti et al., 1995) et le syndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker (Hainfellner et al., 
1995)) et enfin les formes acquises (le Kuru (Gajdusek and Zigas, 1957), les formes 
iatrogènes de la MCJ (Duffy et al., 1974) et les « nouvelles variantes » de la MCJ (Will and 
Zeidler, 1996)). D’autres animaux sont touchés par les EST. Les plus connues sont la 
tremblante du mouton (Scrapie) et la maladie de la « vache folle » (encéphalopathie 
spongiforme bovine) (Hope et al., 1988), du fait des crises sanitaires qu’elle a provoquée 
(Prusiner, 1997). Le vison (Hadlow and  Karstad, 1968), le cerf mulet (Williams and Young, 
1980), le chat (Pearson et al., 1991) ou encore les bovidés africains et orientaux (Jeffrey and 
Wells, 1988 ; Kirkwood et al., 1990 ; Pearson et l. 1991) peuvent aussi développer des EST. 
Ces pathologies ont en commun une incubation longue et silencieuse suivie d’une 
évolution progressive rapide jusqu’au décès, provoquée par une dégénérescence du système 
nerveux central, avec des lésions spécifiques et une accumulation de la PrP (pour Protease 
resistant Protein) sous sa forme prion (PrPSc).  
La conversion d’une forme cellulaire PrPC en une forme prion PrpSc est à l’origine de 
la pathogenèse. PrPC est une protéine ubiquitaire de 208-209 acides aminés codée par le gène 
PRNP, liée à la membrane par une ancre GPI. Des orthologues de PRNP sont retrouvés chez 
les mammifères (Lysek et al., 2005), mais aussi les oiseaux, les amphibiens, les reptiles ou 
encore les poissons (Calzolai et al., 2005). La fonction physiologique de PrPC n’est pas 
clairement établie (revue (Guillot-Sestier and Checler, 2012)) Une pléthore de rôles 




transport de cuivre ou encore des fonctions dans la structure, la formation et la maintenance des 
synapses. Une hypothèse récente fait de PrPC un récepteur du système immunitaire qui 
transduirait des signaux du danger en détectant la présence d’oligomères amyloïdes riches en 
feuillets ß. En effet, PrPC médie l’inhibition de la potentialisation à long terme (Long-Term 
Potentiation, LTP) des peptides Aß (Lauren et al., 2009). 
Les bases moléculaires de la conversion de PrPC en PrPSc restent un intense sujet 
d’étude. Les régions de la protéine impliquées dans la conversion ne sont pas identifiées 
clairement (revue (Prigent and Rezaei, 2011)). De la même manière, les mécanismes 
moléculaires de la toxicité associée à la présence du prion sont flous (Aguzzi et al., 2007). 
Quelles sont les espèces impliquées et comment agissent-elles ? 
L’existence de nombreux phénotypes pathologiques différents et de leur 
transmissibilité sont à l’origine du concept de souche prion (Pattison and Millson, 1961). En 
effet, les formes cliniques des encéphalopathies spongiformes varient et sont associées à des 
profils d’agrégation, des temps d’incubation, des profils de lésions physiopathologiques et des 
zones atteintes différents (Mahal et al., 2007). Les isolats infectieux correspondant constituent 
des souches prions différentes. Les bases moléculaires de ces souches sont encore mal 
comprises. Les souches PrPSc différentes exposent différents épitopes, et présentent des 
différences de stabilité (Bessen and Marsh, 1994; Collinge et al., 1996; Telling et al., 1996). 
Les états de glycosylation joueraient également un rôle (Collinge, 2005).  
 
I.E.2.b. La maladie de Parkinson (MP) 
La MP est une maladie neurodégénérative caractérisée par la perte des neurones 
dopaminergiques de la substance grise, conduisant à des déficits moteurs incapacitants. Les 
cerveaux des patients présentent des lésions particulières : des inclusions cytoplasmiques 




de régions du cerveau, particulièrement dans la substance grise (Figure 9). Ces structures de 
Lewy sont composées majoritairement d’α-synucléine (Spillantini et al., 1997) sous forme 
agrégée en amyloïde (Spillantini et al., 1998). L’α-synucléine est une protéine de 140 acides 
aminés, non repliée sous forme native (Weinreb et al., 1996). Cette protéine, dont la fonction 
est méconnue, est enrichie au niveau des terminaisons présynaptiques. La neurotoxicité serait 
associée à des espèces oligomériques de l’α-synucléine (Danzer et al., 2007; Outeiro et al., 
2008). 
 
Figure 9 : Marquage immunohistochimique de l’alpha-synucléine.  
Dans des neurones de la substance grise de patients atteint de MP, des particules d’alpha-
synucléine s’agrègent sous forme de corps de Lewy marqués ici en marron (Dickson, 2012). 
  
  
I.E.2.c. La maladie de Huntington 
La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative héréditaire, caractérisée 
par des troubles moteurs (chorée) et cognitifs aboutissant à la perte d’autonomie et la mort des 
patients. La MH est associée au gène HD qui présente une répétition excessive du triplet CAG 
(36 répétitions au moins) (The Huntington's Disease Collaborative Research Group, 1993). La 
protéine Huntingtin Htt codée par ce gène contient alors une extension de la région poly-
glutamine en N-ter. L’augmentation du nombre de glutamine conduit à une protéolyse 
préférentielle, et à l’agrégation de ces protéines (Goldberg et al., 1996; Li and Li, 1998). Elles 




Htt semble jouer divers rôles, notamment au cours du développement. La délétion du 
gène HD murin est létale dès les premiers jours du développement embryonnaire (Nasir et al., 
1995; Duyao et al., 1995). Elle régulerait entre autre le trafic vésiculaire neuronal et ainsi la 
plasticité synaptique (Gauthier et al., 2004; Her and Goldstein, 2008). Les mécanismes 
moléculaires à l’origine de cette neurotoxicité sont actuellement inconnus. Les inclusions 
nucléaires ne sont pas responsables de la neurotoxicité (DiFiglia et al., 1997), mais la 
localisation nucléaire de Htt semble être nécessaire à sa toxicité (Saudou et al., 1998). 
 
 
La partie suivante aborde en détail la maladie neurodégénérative la plus fréquente 





II. La Maladie d’Alzheimer 
II.A. Généralités 
II.A.1. Historique 
C’est en 1907 qu’un médecin allemand, Aloïs Alzheimer, décrit le cas d’une patiente 
démente de 48 ans. Cette femme présentait des troubles de la mémoire, de compréhension et 
d’orientation et des hallucinations visuelles. L’âge de la patiente excluait son cas des 
démences préalablement référencées. Après son décès, l’observation des tissus cérébraux 
permis de mettre en évidence des lésions jusqu’alors inconnues : les dégénérescences 
neurofibrillaires (DNF), constituées d’amas de fibrilles intracellulaires (Figure 10 et Figure 
11). Les tissus cérébraux présentaient également des plaques séniles, dépôts extracellulaires 
retrouvés dans d’autres cas de démences séniles (Alzheimer, 1907; Alzheimer et al., 1995). 
 
 
Figure 10 : Dessins originaux des dégénérescences neurofibrillaires.  
Dessins réalisés par Aloïs Alzheimer lors de l’observation post-mortem du cerveau de la 
patiente démente (Source : www.alzheimer.adna.com). 
 
En 1912, Emil Kraepelin individualise la « maladie d’Alzheimer » comme la démence 
des sujets jeunes, en opposition aux « démences séniles », les démences vasculaires des sujets 





II.A.2. Symptômes, évolution et diagnostic 
Les patients présentent au stade les plus précoces de la MA un déclin graduel de la 
mémoire avec une incapacité à retenir les informations acquises récemment. D’autres aires 
cognitives sont progressivement touchées (langage, raisonnement abstrait, fonction exécutive 
et prise de décision), conduisant à une perte totale d’autonomie. Des modifications de 
l’humeur accompagnent souvent le déclin de la mémoire. D’autres symptômes tels que la 
dépression, l’hypertonie (co-contraction de couples musculaire agoniste-antagoniste), la 
myoclonie (contraction musculaire rapide et involontaire et de faible amplitude), 
l’incontinence ou le mutisme peuvent apparaître au cours de la pathologie. Le décès résulte 
d’une inanition générale, de malnutrition et d’infections bronchiques 8 à 12 ans après le 
diagnostic. Le diagnostic est basé sur l’histoire clinique, des examens neurologiques et des 
tests neuropsychologiques. L’examen post mortem permet de valider le diagnostic par la 
présence de plaques séniles et de DNF. Dans environ 90 % des cas, le diagnostic est confirmé 
(Castellani et al., 2010). 
 
II.A.3. Épidémiologie 
La MA est la démence la plus commune, représentant 50 à 60% des cas. La prévalence 
varie selon les zones géographiques. En France, elle est inférieure à 1% chez les individus de 
60 à 64 ans. Elle augmente exponentiellement avec l’âge, atteignant 24 à 38% pour les 
individus de plus de 85 ans. On estime à plus de 860 000 les personnes atteintes en France. 
Selon les prévisions, elles seront près de 1,2 million en 2020. Les dépenses annuelles par 
personne atteinte s’élève à 22 099 euros. Les dépenses nationales atteindraient 20 milliards 
d’euros en 2020 en France (Source : Rapport parlementaire sur la maladie d’Alzheimer, 




d’Alzheimer est une question prioritaire de santé publique, et la prise en charge des patients 
représente un enjeu économique majeur.  
 
II.A.4. Les lésions histologiques 
II.A.4.a. Les Dégénérescences NeuroFibrillaires (DNF) 
Initialement décrites en 1907 par Aloïs Alzheimer, les DNF sont la manifestation 
histologique de l’agrégation de la protéine Tau phosphorylée (Figure 11) (Wood et al., 1986) 
(Ihara et al., 1986). Tau est impliquée dans la stabilisation des microtubules (Weingarten et 
al., 1975), en particulier au niveau axonal (Binder et al., 1985). Son activité est régulée par sa 
phosphorylation (Drechsel et al., 1992). 
  
  Figure 11 : Dégénérescences NeuroFibrillaires.  
À gauche, un marquage immunohistochimique de Tau (coloration marron). À droite, après 
coloration de Bielschowsky (Castellani et al., 2010). 
 
Dans les DNF, la protéine Tau est anormalement phosphorylée (Goedert et al., 1992; 
Lee et al., 1991).  
L’agrégation de Tau caractérise d’autres maladies neurodégénératives, appelées 





Ces lésions se propagent au cours du développement pathologique. Les DNF sont, 
dans les premiers stades de la maladie, localisés dans le cortex trans-entorhinal (Figure 12 A) 
et l’hippocampe (Figure 12 B), et s’étendent progressivement au cortex temporal (Figure 12 
C), puis dans toutes les régions corticales associatives polymodales (Figure 12 D) puis 
unimodales. Elles finissent par envahir toutes les régions corticales (Figure 12 E).  
 
Figure 12 : Progression de l’apparition des DNF au cours de la MA. 
Pour chaque panneau, la vue en haut à droite correspond à la face externe, la vue de gauche à 
la face interne de l’hémisphère droit. Dans les premiers stades de la MA, les DNF sont 
localisés dans le cortex trans-entorhinal (A) et l’hippocampe (B). Ces lésions s’étendent 
rapidement au cortex temporal (C) puis aux cortex polymodal associatif (D). Aux derniers 






Les plaques amyloïdes se retrouvent dans l’ensemble du cortex cérébral, et 
s’intensifient au cours de la pathologie. 
La répartition des DNF et leur évolution reflète davantage la sévérité de la pathologie 
que celles des plaques amyloïdes. 
 
II.A.4.b. Les plaques amyloïdes 
Les plaques amyloïdes, ou plaques séniles, sont des dépôts extracellulaires d’un 
diamètre compris entre 15 et 200 µm, composées de faisceaux de filaments compacts (Figure 
13). Ces filaments sont majoritairement constitués de peptides Aß (Amyloïde ß).  
 
Figure 13 : Plaques amyloïdes. 
Sur cette coupe du cortex cérébral d’un patient, le plaques amyloïdes sont marquées par 
immunohistochimie en utilisant des anticorps anti-Aß (marquage marron) (Castellani et al., 
2010). 
 
Une grande diversité d’autres constituants ont été identifiés : l’apolipoprotéine E 
(ApoE) (Namba et al., 1991), le peptide p3, des protéoglycanes, des facteurs du complément, 
des immunoglobulines ou encore des protéines de la matrice extracellulaire. La présence 






II.B. Caractéristiques moléculaires de la MA 
II.B.1. La protéine Tau 
Le gène de structure de la protéine Tau est localisé sur le chromosome 17 (Neve et al., 
1986). Suite à un épissage alternatif, 6 isoformes de Tau sont présentes dans le cerveau adulte 
(Goedert et al., 1989).  
La protéine Tau présente 5 répétitions de 31 résidus dans sa partie C-ter qui sont 
impliquées dans sa liaison aux microtubules (Gustke et al., 1994). Les microtubules sont des 
éléments du cytosquelette possédant des rôles de stabilisateur de la morphologie cellulaire, au 
cours de la mitose et dans le transport intracellulaire. Tau, par sa liaison, stabilise les 
microtubules (Weingarten et al., 1975) et promeut leur assemblage (Cleveland et al., 1977). 
Les phosphorylations de Tau tendent à affaiblir sa liaison aux microtubules (Bramblett et al., 
1993; Lindwall and Cole, 1984; Hoshi et al., 1987). 
L’agrégation de Tau est un marqueur de la MA. Les mécanismes impliqués dans son 
agrégation sont méconnus. Les protéines Tau agrégées dans les DNF présentent une 
hyperphosphorylation (Goedert et al., 1992; Ihara et al., 1986; Lee et al., 1991; Wood et al., 
1986). La relation entre phosphorylation et agrégation n’est cependant pas encore établie 
clairement. En effet, certaines formes hautement phosphorylées de Tau seraient promptes à 
s’agréger (Alliegro, 2000; Alonso et al., 2001; Maeda et al., 2007; Vandebroek et al., 2005). Il 
est cependant envisageable que l’hyperphosphorylation survienne après l’agrégation de Tau. 
D’autres modifications (protéolyse, glycosylation, etc.) et des co-facteurs (Apolipoprotéine E, 
Glycosaminoglycanes, etc.) pourraient être impliqués dans son agrégation. 
Les causes de l’hyperphosphorylation de Tau dans la MA ne sont pas connues. Une 
augmentation des activités kinases ou une diminution des activités phosphatases pourraient 




microtubules, une altération du transport axonal, conduisant à des perturbations des 
connexions synaptiques, et à la mort cellulaire. 
 
II.B.2. Les peptides Aß et leur précurseur 
Les peptides Aß constituant les plaques amyloïdes sont issus du clivage d’une protéine 
transmembranaire ubiquitaire appelée APP (Amyloid Precursor Protein). L’APP est une 
protéine transmembranaire de type I, présentant un large domaine extracellulaire et un 
domaine cytoplasmique court. Son gène de structure est localisé sur le bras long du 
chromosome 21. Suite à un épissage alternatif, plusieurs isoformes de l’APP de 365 à 770 
résidus sont formées. Les peptides Aß sont majoritairement issus des isoformes de 695, 751 et 
770 acides aminés. L’isoforme 695 semble être exclusivement exprimée dans les neurones. 
Les raisons de cet épissage alternatif tissu-spécifique ne sont pas encore établies. L’APP est 
très conservée au cours de l’évolution. Il existe deux gènes homologues eux-mêmes 
conservés, codant pour APLP1 et APLP2 (APP-like Protein). Elles ne présentent cependant 
pas d’homologie de séquence avec la partie Aß de l’APP. 
Bien qu’ils ne soient pas encore entièrement compris, les rôles physiologiques de 
l’APP ont été intensivement étudiés. APP aurait un rôle dans les interactions cellule-cellule et 
cellule-milieu extracellulaire, importantes notamment au cours du développement, lors de la 
migration cellulaire (Young-Pearse et al., 2007; Rice et al., 2012; Soba et al., 2005; 
Pramatarova et al., 2008; Ghiso et al., 1992; Schubert et al., 1989). Son rôle dans la régulation 
de la croissance des neurites et la synaptogenèse a été soulevé (Leyssen et al., 2005; Kotulska 
et al., 2010). APP a aussi été décrite comme un récepteur de la F-Spondin, une glycoprotéine 
sécrétée par les neurones (Ho and Südhof, 2004). APP interagit aussi avec la netrin-1, 





II.B.2.a. Clivages protéolytiques de l’APP et production des peptides Aß 
L’APP peut être clivée par trois complexes protéolytiques appelés α-, ß- et γ-
sécrétases.  
Dans la voie non amyloïdogénique, APP est clivée par l’α-sécrétase et conduit à la 
libération d’un fragment correspondant au domaine extracellulaire de l’APP (APPsα). Le 
fragment C-ter (APP-CTFα ou C83) est enchâssé dans la membrane plasmique. Il peut à son 
tour être clivé par la γ-sécrétase, aboutissant à la formation d’un fragment AICD (APP 
IntraCellular Domain), et du peptide p3 d’environ 3kD (Figure 14) (Nalivaeva and Turner, 
2013; Haass et al., 1993). 
 
Figure 14 : Protéolyse de l’APP.  
Les clivages par les α- et γ-sécrétases dans la voie non amyloïdogénique conduisent à la 
formation de peptides p3, ceux des ß- et γ-sécrétases aboutissent à la libération de peptides Aß 
dans le milieu extracellulaire (d’après Nalivaeva and Turner, 2013). 
 
Dans la voie amyloïdogénique, l’APP est clivée par la ß-sécrétase, libérant un 
fragment soluble APPsß, et laissant le fragment APP-CTFß ou C99 dans la membrane. Suite 
au clivage par la γ-sécrétase du fragment APP-CTFß, les peptides Aß ainsi que les fragments 




Dans les conditions saines physiologiques, la voie non amyloïdogénique représente 
90% de la protéolyse de l’APP.  
 
II.B.2.a.1. α-sécrétase et APPsα 
Le site de clivage de l’alpha-sécrétase se trouve entre les résidus lysine 16 et leucine 
17 d’Aß (Figure 15). Plusieurs métallo-endopeptidases membranaires semblent porter cette 
activité sécrétase, plus particulièrement les membres de la famille des ADAMs (A Disintegrin 
And Metalloproteinase) ADAM17 (Buxbaum et al., 1998) et ADAM10 (Lammich et al., 
1999).  
 
Figure 15 : Sites de clivage des α- et ß-sécrétases.  
En orange, la séquence correspondant au peptide Aß de 42 acides aminés ; en bleu, le reste de 
la séquence d’APP. Les sites de clivages de l’α-sécrétase (ciseaux verts) et de la ß-sécrétase 
(ciseaux violets) sont indiqués (Modarresi et al., 2011). 
 
L’APP n’est pas le seul substrat de ces protéases, qui sont également impliquées dans 
le clivage de Notch (Pan and Rubin, 1997; Hartmann et al., 2002), des cadhérines (Maretzky 
et al., 2005; Reiss et al., 2005), du précurseur membranaire du TNFα (Moss et al., 1997), de 




Le fragment soluble APPsα relargué présente des propriétés neurotrophiques et 
neuroprotectives (Caillé et al., 2004; Mattson et al., 1993), cependant les mécanismes 
impliqués demeurent incompris. 
 
II.B.2.a.2. ß-sécrétase et APPsß 
La ß-sécrétase impliquée dans le clivage de l’APP entre les résidus méthionine 671 et 
Acide aspartique 672 est la protéase à acide aspartique BACE1 (ß-site APP-Cleaving Enzyme 
1). L’activité BACE1 est présente dans la majorité des cellules et tissus (Haass et al., 1992), 
mais est particulièrement abondante dans le tissu neural, et plus précisément dans les 
neurones (Vassar et al., 1999).  
D’autres substrats de BACE1 ont été identifiés. La protéolyse de NRG1 (NeuReGulin 
1) par BACE1 aurait des implications dans la régulation de la myélinisation (Hu et al., 2006; 
Willem et al., 2006). Les sous-unités ß des canaux sodiques voltage-dépendant sont les 
substrats de BACE1 et de la γ-sécrétase. Le fragment intracellulaire résultant de ces 
protéolyses régule l’expression des sous-unités α des mêmes canaux (Kim et al., 2007; Wong 
et al., 2005). Toutefois, les fonctions physiologiques de BACE1 restent encore largement 
méconnues.  
Le fragment soluble APPsß relargué suite au clivage par la ß-sécrétase présente des 
activités synaptotrophiques et neuroprotectives réduites, voire même abolies, par rapport au 
fragment APPsα (Li et al., 1997). Ces différences sont difficiles à comprendre car seuls 17 
acides aminés diffèrent. Ceci pourrait être dû à un clivage spécifique d’APPsß, permettant sa 
fixation et l’activation d’un récepteur de la voie de l’apoptose (Nikolaev et al., 2009).  
BACE1 est crucial à la formation de peptides Aß, il rend le fragment APP-CTFß ou 





II.B.2.a.3. γ-sécrétase et AICD 
La γ-sécrétase est un complexe protéolytique composé de quatre sous-unités essentielles 
(Edbauer et al., 2003). L’activité catalytique est portée par la sous-unité PS (Presenilin). Il 
existe deux homologues humains : PS1 et PS2. Elles comportent 9 domaines 
transmembranaires (TMD). La boucle cytoplasmique située entre les TMD6 et TMD7 peut 
subir un clivage qui stabiliserait la conformation des site actifs situés dans ces TMD (Wolfe et 
al., 1999; Edbauer et al., 2003).  
Trois autres protéines membranaires composent la γ-sécrétase: NCT, APH-1 (Anterior 
PHarynx-defective-1), et PEN-2 (Presenilin ENhancer-2). NCT effectue la reconnaissance des 
substrats (Shah et al., 2005). Ceci nécessite l’élimination de la plus grande partie du domaine 
extracellulaire de celui-ci par l’action de l’α ou de la ß-sécrétases (Struhl and Adachi, 2000). 
PEN-2 est requis pour la stabilisation des deux fragments des PS au sein du complexe 
(Prokop et al., 2004; Hasegawa et al., 2004). La fonction d’APH-1 est floue. Il existe deux 
homologues humains : APH-1a et APH-1b. APH-1a existe sous deux isoformes issues d’un 
épissage alternatif. Six complexes coexistent donc chez l’Homme. Les spécificités de ces 
complexes ne sont pas connues.  
 
 Il semble que le clivage par la γ-sécrétase se produise séquentiellement. APP-CTFß 
subit un premier clivage aux sites ε proches de la membrane plasmique (Figure 16). Le long 
fragment Aß enchâssé dans la membrane subit alors une série de clivage pouvant aboutir à 
des peptides Aß de différentes tailles comprises entre 37 et 49 acides aminés (Qi-Takahara et 






Figure 16 : Sites de clivage de la γ-sécrétase.  
En rouge, la fin de la séquence d’Aß42. Les sites de clivage (flèches) et les peptides Aß 
correspondant sont montrés. Aß40 (en gras) est le peptide majoritairement formé. En bleu sont 
indiqués les sites ε (d’après (Steiner et al., 2008)). 
 
Le clivage par la γ-sécrétase aboutit à la formation des peptides Aß, mais aussi à celle 
du fragment AICD. Ce fragment est très labile, peu présent dans les cellules (Cupers et al., 
2001). Il pourrait participer à des mécanismes de signalisation cellulaire. En effet, il serait 
capable de former un complexe transcriptionnel actif avec Fe65, Tip60 et MED12 (Gao and 
Pimplikar, 2001; Cao and Südhof, 2001; Xu et al., 2011). Ils réguleraient notamment ainsi 
l’expression de la neprilysine ou NEP, impliquée dans l’inactivation des évènements de 
signalisation peptidique à la surface des cellules (Huysseune et al., 2009; Pardossi-Piquard et 
al., 2005). Cependant, ces gènes cibles restent controversés ( (Chen, and Selkoe, 2007) ; 
revue : (Beckett et al., 2012)).  
 
II.B.2.b. Sites de production des peptides Aß 
Les acteurs impliqués dans la production de peptides Aß (APP et sécrétases) sont des 
protéines membranaires. Elles font l’objet d’un trafic intracellulaire important. Elles sont 
adressées au réticulum endoplasmique (RE) sous forme de précurseurs, qui subissent des 








Figure 17 : Sites de production des peptides Aß.  
L’APP est maturé tout au long de la voie de sécrétion, jusqu’à la membrane plasmique. Elle 
peut être endocytée. À la membrane plasmique, l’APP peut subir l’action de l’α-sécrétase 
conduisant à la production d’un fragment soluble sAPPα relargué dans le milieu extérieur. La 
partie C-ter de 83 acides aminés (C83) reste enchâssée dans la membrane. Alternativement, le 
clivage pas la ß-sécrétase, au niveau de la voie de sécrétion (RE et Golgi), mais aussi à la 
membrane plasmique et au niveau endosomal, laisse un fragment de 99 acides aminés dans la 
membrane (C99). Ce fragment peut être lui-même clivé par la γ-sécrétase (RE, Golgi, 
membrane plasmique et endosomes) et aboutissant à la libération de peptides Aß. Ces 
peptides sont également retrouvés dans le cytosol et les mitochondries (d’après (LaFerla et al., 
2007) et Verduyckt et al., soumis) 
 
Une fraction mineure d’APP est située à la membrane plasmique. La majeure partie des 
APP est localisée dans le Golgi, plus particulièrement le trans-Golgi. On retrouve aussi l’APP 
dans le RE, les endosomes, les lysosomes et les membranes mitochondriales (Schubert et al., 
1991). BACE1 est plutôt retrouvée dans le trans-Golgi et les endosomes (Tesco et al., 2007; 
Huse et al., 2000). Par ailleurs, son activité est maximale à pH acide, ce qui est le cas dans ces 




différents compartiments : le RE, le Golgi, les endosomes et la membrane plasmique (Xia et 
al., 1997; Weidemann et al., 1997).  
Les peptides Aß sont produits à la membrane plasmique, mais aussi tout au long de la 
voie de sécrétion (Wertkin et al., 1993; Haass et al., 1992). L’internalisation de l’APP par 
endocytose est également une source importante de production de peptides (Koo and 
Squazzo, 1994; Koo et al., 1990) (Figure 17). 
Les peptides Aß sont donc retrouvés à la fois dans le milieu extérieur mais aussi au 







II.C. Étiologie et pathogenèse de la MA 
On distingue plusieurs formes de MA en fonction de l’âge d’apparition de la 
pathologie. 90 % des cas sont des formes de la MA à développement tardif (après 60-65 ans), 
les 10 % restants sont des formes à développement précoce.  
On distingue également les formes héréditaires des formes sporadiques de la MA. Les 
formes héréditaires concernent 1 % des cas de MA (Revues (Bekris et al., 2010; Bertram et 
al., 2010)).  
 
II.C.1. Les formes héréditaires de la MA 
Toutes les formes héréditaires de la MA sont associées à des mutations modifiant la 
quantité ou la qualité des peptides Aß. Ces mutations sont responsables, la plupart du temps, 
de formes précoces de la MA. 
 
Figure 18 : Les mutations de PS1. 
De nombreuses mutations de la PS1 (en rouge) sont associées à des formes familiales de la 






On retrouve ainsi des mutations de la γ-sécrétase, particulièrement des sous-unités PS1 
et PS2. Les mutations du gène de structure de PS1 (PSEN1) sont les plus communes, avec 
plus de 180 mutations recensées (Figure 18).  
 
Les mutations du gène de structure de PS2 (PSEN2) sont plus rares (Figure 19). La 
plupart de ces mutations sont des mutations faux-sens, entraînant probablement des 
modifications de l’activité γ-sécrétase, ceci aboutissant à l’augmentation du ratio Aß42/Aß40 
(Scheuner et al., 1996). 
 
Figure 19 : Les mutations de PS2. 
Certaines mutations de PS2 (en rouge)sont associées à des formes familiales de la MA. Les 
domaines transmembranaires sont numérotés (Source : 
http://www.molgen.ua.ac.be/admutations). 
 
Enfin, des mutations peuvent affecter le gène de structure de l’APP. On recense plus 
d’une vingtaine de mutations ponctuelles (Figure 20). Ces mutations peuvent toucher la 
production et/ou la qualité des peptides Aß.  
Ainsi, la mutation « Swedish » affecte le site de clivage de la ß-sécrétase, et conduit à 




1992). De la même manière, la mutation « Leuven » (E11K) modifie le site alternatif de 
clivage de BACE1, conduisant là encore à une augmentation de la production de peptides Aß 
(Zhou et al., 2011). La mutation « Flemish », quant à elle, diminuerait l’efficacité de clivage 
de l’α-sécrétase (De Jonghe et al., 1998; Haass et al., 1994). 
 
 
Figure 20 : Les mutations d’APP. 
Certaines mutations de l’APP sont responsables de formes familiales de MA. La séquence 
correspondant à la partie Aß de l’APP est indiquée en gras. Des mutations peuvent affecter la 
quantité de peptides Aß  produit (en bleu), leurs propriétés d’agrégation (en rouge), ou bien 
leurs spectres quantitatif et qualitatif (en vert). Des duplications du gène de l’APP et des 
mutations de la partie 5’ UTR de son ARNm peuvent également être responsable de MA 
(Source : http://www.molgen.ua.ac.be/admutations). 
 
D’autres mutations, proches des sites de clivage de la γ-sécrétase (Figure 20, en vert), 
induisent des modifications du ratio d’Aß42/Aß40, ou de la quantité de peptides formés (De 





Enfin, les dernières mutations concernent la séquence d’Aß elle-même. Ces mutations 
(Figure 20, en rouge) conduisent à des modifications des propriétés d’agrégation des peptides, 
en général les rendant plus prompts à s’agréger ou exacerbant leur capacité à former des 
oligomères. Nous reviendrons sur ces propriétés d’agrégation dans la partie II.C.4. 
D’autres mutations concernent la région régulatrice 5’UTR et des duplications du gène 
de l’APP (comme dans le cas du syndrome de Down) entraînant une augmentation de la 
quantité d’APP, et donc une augmentation de peptides Aß. 
 
Les quelques cas familiaux de la MA sont dus à ces mutations, toutefois, la majorité 
des cas de MA sont sporadiques. Les causes de ces MA sont peu connues. Il semble qu’ils 
soient le fruit de facteurs environnementaux, additionné à un contexte génétique favorable. 
Certains de ces facteurs de risque ont été établis, et sont abordés ci-dessous. 
  
II.C.2. Les facteurs de risque  
II.C.2.a. Les gènes de susceptibilité 
Plusieurs facteurs de risque génétique lié à la MA ont été identifiés. L’Apolipoprotéine 
E (ApoE), plus particulièrement l’allèle APOE ε4, codant pour l’isoforme ApoE4, est associé 
à un risque accru de MA (Corder et al., 1993; Pericak-Vance et al., 1991). Les mécanismes 
impliqués sont mal compris. In vitro, l’auto assemblage d’Aß peut être accéléré par la 
présence d’ApoE (Ma et al., 1994; Wisniewski et al., 1994; Sanan et al., 1994; Castano et al., 
1995). La clairance d’Aß soluble dans le cerveau est également moins efficace avec l’ApoE4 
qu’avec les autres isoformes d’ApoE (Verghese et al., 2013; Castellano et al., 2011). Il 
semble cependant que cette diminution de clairance ne soit pas due à l’interaction directe 




D’autres gènes de susceptibilité ont été mis en lumière. Leurs produits sont impliqués 
dans différentes voies : l’endocytose ou encore le métabolisme lipidique. La généralisation 
des approches génomiques globales a permis d’identifier un grand nombre de candidats, dont 
les mécanismes d’action restent à découvrir. Il s’agit, par exemple, de CLU, PICALM, BIN1 
ou encore CR1 (Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009; Jun et al., 2010; Bertram and Tanzi, 
2009; Logue et al., 2011). Certains variant de l’APP et des PS seraient également des facteurs 
de prédisposition.  
 
II.C.2.b. Les facteurs environnementaux 
Le facteur de risque principal est l’âge. L’incidence de la MA entre 70 et 74 ans est 
estimée à 2,5 pour 1000 par an, et passe de 27,6 (hommes) à 34,1 (femmes) pour 1000 par an 
entre 80 et 84 ans. L’aluminium et certains métaux ont également été incriminés. Le 
tabagisme, l’alcoolisme, les traumatismes crâniens constitueraient aussi des facteurs de 
risque.   
 
II.C.3. La pathogenèse : l’hypothèse de la cascade amyloïde 
L’existence des cas familiaux tous liés à la production de peptides Aß ou à leur 
agrégation a mis ces derniers au centre de la MA. De plus, l’agrégation de la protéine Tau 
n’est pas exclusive à la MA. Aucune mutation de Tau n’a été décrite comme responsable 
d’une forme de MA, ou comme facteur de risque de MA. Ceci appuie l’hypothèse selon 
laquelle les peptides Aß sont au cœur de la pathogenèse.  
Comme nous l’avons vu précédemment, les plaques amyloïdes et les DNFs sont 
déconnectées temporellement et leur distribution semble indépendante. Néanmoins, des 
peptides Aß intracellulaires sont détectés avant toute apparition de lésions et de perte 




2003). Ils sont aussi détectés dans les neurones et les cerveaux atteints (Gouras et al., 2000; 
Nagele et al., 2002; Takahashi et al., 2002). Il semble que l’accumulation de ces formes 
intracellulaires d’Aß soit l’un des évènements précoces de la pathogenèse, leur accumulation 
extracellulaire en plaques amyloïdes ne serait que secondaire. 
Les relations entre l’accumulation d’Aß et l’agrégation de Tau ne sont pas clairement 
établies. Il semble que l’accumulation d’Aß soit capable d’induire la pathologie Tau 
(Busciglio et al., 1995; Götz et al., 2001; Lewis et al., 2001; Cohen et al., 2013). 
L’ensemble de ces données a donc conduit à mettre Aß et son agrégation au cœur de la 
pathogenèse. 
 
La toxicité des peptides Aß, leurs structures et leurs états d’agrégation sont 
massivement étudiés. L’identification des espèces toxiques d’Aß fait l’objet d’études 
intensives. La multiplicité des espèces d’Aß décrites ne dérive pas uniquement des variations 
natives, mais aussi, et beaucoup, des différentes techniques utilisées pour générer ces espèces 
in vitro ou les purifier in vivo.  
 
 
II.C.4. Agrégation et toxicité d’Aß 
II.C.4.a. L’agrégation d’Aß 
Les fibres finales d’Aß sont riches en feuillets ß, présentent une affinité pour le rouge 
congo et la ThT et forment souvent des fibres enroulées (Figure 21). Elles sont arrangées en 
feuillet ß parallèle. La toxicité de ces fibres finales semble être réduite par rapport aux espèces 





Figure 21 : Fibres d’Aß. 
À gauche, des images de fibres d’Aß42 (à gauche) et d’Aß40 (à droite) en microscopie 
électronique à transmission (Schmidt et al., 2009). À droite, un modèle de fibre d’Aß42 
organisée en feuillets ß parallèles (Lührs et al., 2005). 
 
Un soin particulier a été apporté à l’identification des intermédiaires oligomériques 
formés au cours de l’assemblage. Une difficulté majeure provient du fait qu’in vivo, les 
espèces oligomériques, les intermédiaires d’agrégation, sont en équilibre avec les fibres 
finales, les monomères etc. In vitro, des espèces oligomériques stables peuvent être purifiées, 
mais leurs effets in vivo sont difficiles à évaluer. D’autre part, beaucoup de tests de toxicité 
différents sont utilisés, rendant les comparaisons peu aisées. Par ailleurs, le SDS est 
responsable d’une oligomérisation d’Aß, rendant son étude in vitro et son extraction in vivo 
problématique (Rangachari et al., 2006). Enfin, la dernière des difficultés, et non la moindre, 
réside dans la définition même « d’oligomères ». En effet, « oligomères » désignent des 
espèces très hétérogènes et polymorphes. Ce terme peut signifier des assemblages 
multimériques contenant peu de sous-unités (dimères, trimères…) et/ou des agrégats 
fibrillaires ou non fibrillaires, de relativement petite taille par rapport aux fibres finales, ou de 
plus grande taille.  
 
Des espèces oligomériques solubles peuvent être extraites de tissus cérébraux atteints. 
Elles présentent une toxicité accrue et s’agrègent en protofibrilles stables. D’autres espèces 




entre présence de ces objets et déclin de la mémoire n’a pu être démontré chez les modèles 
murins. 
De manière générale, in vivo l’existence d’un mélange d’espèces solubles d’Aß 
exerçant une neurotoxicité est reconnue, sans avoir pu, jusqu’à présent, y associer une ou des 
espèces précises. 
 
Concernant les oligomères générés in vitro, plusieurs agrégats différents ont déjà été 
décrits. Du fait du coût et des difficultés de production des peptides Aß, des difficultés à 
contrôler leur état d’agrégation et de monomérisation, beaucoup d’études structurales ont été 
réalisées sur des fragments d’Aß, et non sur Aß entier. Ne sont abordés ici que les études 
réalisées sur Aß40 et Aß42.  
Certains auteurs ont suggéré que des formes oligomériques stables d’Aß pourraient 
être des espèces « off-pathway », hors de la voie menant aux fibres finales précédemment 
évoquées. C’est le cas d’oligomères formés in vitro après incubation de monomères d’Aß42 
et d’acides gras non estérifiés. Ces espèces, appelées LFAO et SFAO, pour respectivement 
Large Fatty Acid-derived Oligomers et Small Fatty Acid-derived Oligomers, ne forment pas 
de fibre au cours de la durée des expériences (Figure 22). Ils sont riches en feuillets ß. Des 
expériences d’ensemencement croisé ou « seeding » montrent que l’assemblage d’Aß n’est 
pas accéléré par l’ajout de ces oligomères. Ils semblent bien former des oligomères « off-






Figure 22 : LFAO en Microscopie à Force Atomique (AFM).  
Les LFAO sont formés par l’incubation de monomères d’Aß et d’acides gras non estérifiés.  
L’échelle représente 2,5µm (d’après Kumar et al, 2012). 
 
Des oligomères globulaires, appelés globulomères, sont formés par l’incubation 
d’Aß42 et de SDS. Ils ne fixent ni le rouge congo ni la ThT. Ils ne sont pas capables de 
provoquer l’agrégation de monomères d’Aß dans des expériences de « seeding », et ne 
peuvent pas s’assembler en fibrilles amyloïdes. Ces globulomères constitueraient également 
des oligomères « off-pathway » (Barghorn et al., 2005; Gellermann et al., 2008). 
Des « protofibrilles » ont été décrits comme des intermédiaires stables formés au cours 
de la fibrillogenèse (Figure 23), qui sont capables de former à la fois des fibrilles finales et 
des espèces de plus petit poids moléculaire. Elles sont arrangées en feuillet ß parallèles. Elles 
sont responsables d’une toxicité chez la souris et sur des cellules en culture.  
 
Figure 23 : Fibres et protofibrilles d’Aß. 
Les protofibrilles sont des intermédiaires stables. Ils sont observés ici après 7 jours 





Des structures protofibillaires annulaires ont également été mises en évidence, formée 
à l’interface hexane-eau (Kayed et al., 2009) (Figure 24). Leur structure n’est pas connue, 
mais elles seraient responsables d’une perméabilisation membranaire. 
 
Figure 24 : Des protofibrilles annulaires. 
Les protofibrilles annulaires d’Aß42 formés à l’interface hexane-eau, sont observés en 
microscopie électronique à transmission (Kayed et al., 2009). 
 
Des structures globulaires, appelées ADDL (Aß-derived diffusible ligands) sont 
formés par l’incubation d’Aß42 dans des milieux de cultures ou avec la clusterine. Ces 
ADDLs induisent une toxicité sur des cellules de coupes de cerveaux de souris (Lambert et 
al., 1998) et sur des cellules en culture (Dahlgren et al., 2002). Ils sont détectés dans des 
extraits de cerveaux atteints (Gong et al., 2003). Ils seraient responsables d’une perturbation 
du transport axonal des mitochondries (Wang et al., 2010). Les ADDLs présentent un 
agencement en feuillets ß anti-parallèles (Cerf et al., 2009). Le mutant Iowa, Aß40 D23N, est 
également capable de former des fibrilles riches en feuillet ß antiparallèle ainsi que des fibres 
ß parallèle. Leur toxicité sur des cellules en culture est cependant comparable (Qiang et al., 
2012).  
 
L’agrégation d’autres mutants familiaux d’Aß a aussi été étudiée. Le mutant Dutch Aß 
E22Q et le mutant Italian E22K présentent une agrégation accélérée par rapport à Aß42 wt 




toxiques qu’Aß wt sur des cellules en culture (Murakami et al., 2002). Le mutant Arctic E22G 
forme également plus de protofibrilles qu’Aß wt (Nilsberth et al., 2001; Johansson et al., 
2006) ; contrairement aux mutants Tottori D7N et English H6R dont l’agrégation est 
accélérée, mais dont la production de protofibrilles n’est pas augmentée (Hori et al., 2007). 
Les oligomères formés par ces mutants Tottori et English sont plus toxiques sur des cellules 
en culture que ceux d’Aß wt (Ono et al., 2010).  
 
 
Qu’elles soient basées sur des peptides Aß synthétiques, des peptides contenus dans 
des milieux cellulaires, dans des modèles murins ou même purifiés ex vivo à partir de 
cerveaux atteints, les études montrent avant tout que l’agrégation et les mécanismes de 
toxicité des peptides Aß sont extrêmement complexes, et leurs descriptions particulièrement 
malaisées.  
 
II.C.4.b. Les multiples mécanismes de toxicité d’Aß 
Les études des mécanismes de toxicité liés à Aß ont permis de mettre en lumière des 
processus qui pourraient être impliqués dans la pathogenèse.  
Aß induit une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium (Mattson et 
al., 1992; Mattson et al., 1993). Des fibroblastes de patients MA présentent une mobilisation 
différente du calcium des fibroblastes sains (Gasparini et al., 1998). Des oligomères d’Aß, 
contrairement aux monomères ou aux fibres matures, induisent une entrée massive de calcium 
dans les cellules en culture (Demuro et al., 2005). L’homéostasie calcique est particulièrement 
importante dans les neurones où elle influence la morphologie et le nombre de synapses et de 
ramifications (Kato-Negishi et al., 2003). Enfin, un déséquilibre de l’homéostasie calcique 




de Tau, et, in fine, aux DNFs (Fleming and Johnson, 1995). Ce déséquilibre calcique pourrait 
avoir plusieurs origines : l’activation de récepteurs calciques par Aß, via son interaction avec 
des récepteurs tels que le récepteur à NMDA ou l’α7nAChR (Parri and Dineley, 2010; 
Alberdi et al., 2010), une altération de l’intégrité membranaire par Aß (McLaurin and 
Chakrabartty, 1996; Blanc et al., 1997) ou encore une altération de l’intégrité membranaire 
par la création de pores composés d’Aß, permettant le passage de calcium (Arispe et al., 1993; 
Arispe et al., 1993; Rhee et al., 1998; Inoue, 2008).  
Le protéasome constitue une cible d’Aß. Ceci a été démontré dans des cellules 
érythropoïétiques (Gregori et al., 1995), des cellules neuronales de rat et chez un modèle 
murin d’Aß exprimant le mutant Swedish d’APP (Oh et al., 2005).  
L’autophagie est aussi impliquée. L’accumulation anormale d’autophagosomes et de 
vacuoles autophagiques est observée sur des coupes de cerveaux atteints (Nixon et al., 2005). 
Des défauts de maturation de ces vacuoles sont décrits, suggérant des dysfonctions dans le 
recyclage des protéines contrôlées par l’autophagie. Cette accumulation est retrouvée dans des 
modèles murins, dont les cellules développent précocement une macroautophagie, pouvant 
conduire à l’apoptose (Yu et al., 2005; Bursch, 2001). 
Par ailleurs, l’activation de la voie apoptotique a été impliquée dans la toxicité d’Aß. 
Les neurones en culture traités aux peptides Aß présentent des morphologies de cellules 
apoptotiques  (Loo et al., 1993). L’homologue de la caspase 3, initiatrice de l’apoptose, est 
activée dans des modèles murins de la MA  (Harada and Sugimoto, 1999). L’activation de 
l’apoptose pourrait aussi impliquer le facteur proapototique p53. Lors d’un stress oxydant, Aß 
est localisé au noyau et une augmentation de l’expression de p53 est détectée, celle-ci pouvant 
conduire à l’apoptose (Ohyagi et al., 2005).  
Aß provoque aussi une augmentation des espèces réactives de l’oxygène (ROS pour 




l’oxydation de l’ADN et des protéines, la peroxydation de lipides, ou encore l’inactivation de 
certaines enzymes par oxydation de leurs co-facteurs. Cette surproduction de ROS pourrait 
être due à des dysfonctionnements mitochondriaux. Le lien entre peptide Aß et mitochondrie 
est également renforcé par leur détection dans ce compartiment (Devi et al., 2006; Hansson 
Petersen et al., 2008; Du et al., 2008; Tillement et al., 2011), où ils peuvent interagir avec 
plusieurs protéines. Un des candidats est ABAD, une enzyme réduisant les aldéhydes et les 
cétones et oxydant les alcools, et qui pourrait ainsi provoquer un « relarguage » des ROS  
(Lustbader et al., 2004). Chez la souris, Aß induit des altérations de la biogenèse 
mitochondriale et de leur transport axonal (Calkins et al., 2011). L’expression d’APP entraîne 
aussi des diminutions des activités des complexes III et IV de la chaîne respiratoire (Manczak 
et al., 2006). En effet, Aß est capable de se lier à la sous unité 1 de la cytochrome C oxydase  
(Hernandez-Zimbron et al., 2012). 
 
Les mécanismes de toxicité des peptides Aß, bien que de nombreuses pistes aient été 
mises à jour, ne sont pas entièrement compris. Les peptides Aß perturbent de nombreux 
processus cellulaires, qui sont eux-mêmes interconnectés et complexes. La « séquence 
pathogénique », c’est-à-dire l’enchaînement des évènements aboutissant à la pathologie et 
leurs interactions, est méconnue et délicate à établir. Ce type d’étude est bien souvent facilité 
par l’existence de modèles simplifiés, permettant d’accéder à des réponses ciblées. Ces 





III. Les modèles d’étude de la MA 
III.A. Aß et Rattus norvegicus  
Le rat constitue un modèle de choix de la MA, par sa distance évolutive réduite, par 
rapport à celle de la souris, à l’Homme. Son cerveau est de plus grande taille que celui de la 
souris, et son intelligence permet des études comportementales poussées. 
Un modèle d’accumulation d’Aß extracellulaire a été mis en place par l’expression 
d’un APP humain muté (Swedish (K670N/M671L) et Indiana (V717F)) et de la PS1 
(M146V). Des dépôts amyloïdes sont décrits à partir de l’âge de 9 mois (Flood et al., 2009), et 
dés 7 mois, les rats présentent des déficits de la potentialisation à long terme (LTP) indicateur 
de la plasticité synaptique. Les rats présentent à partir de 7 mois des défauts d’apprentissage 
et de mémoire, qui semblent être corrélés aux quantités d’Aß42 dans l’hippocampe (Liu et al., 
2008). 
L’expression d’APP Swedish et du mutant humain délété de l’exon 9 de la PS1 
entraînent des perturbations progressives et dépendantes de l’âge de la mémoire et de 
l’apprentissage spatial. Une augmentation progressive des dépôts d’Aß, une accumulation 
d’Aß42 intracellulaire, et d’oligomères solubles sont également détectés. Les rats développent 
une tauopathie associée à une agrégation et une hyperphosphorylation de Tau. Enfin ce 
modèle manifeste une neuroinflammation, une perte neuronale et une neurodégénérescence 
comparable à la situation pathologique humaine (Cohen et al., 2013). Ce modèle montre 
qu’une abondance d’APP et Aß peuvent être à l’origine des autres lésions observées dans la 





III.B. Les modèles murins de la MA 
Il existe une dizaine de modèles transgéniques de souris développés pour l’étude d’Aß. 
Mus musculus possède un homologue de l’APP. Ces modèles sont donc basés sur l’expression 
de l’APP humain (APPh), sauvage ou muté. L’existence d’homologues des sécrétases permet 
la production de peptides Aß à partir d’APPh. Ces modèles sont récapitulés ci-dessous 
(Tableau 2). Ces modèles ont permis de caractériser la localisation et la toxicité des peptides 
Aß qui sont abordés tout au long de cette introduction. 
 
 
Tableau 2 : Les principaux modèles murins de la MA. 
 
Les souris Tg2576 sont les plus utilisées pour l’étude de la MA. Les neurones de ces 
souris expriment le mutant Swedish d’APP. C’est dans ce modèle que des formes 
oligomériques appelées « Aß*56 » ont été identifiées (Lesné et al., 2006).   
Dans la plupart des modèles murins, Tau est hyperphosphorylée, mais aucune lésion 




des tauopathies est nécessaire à la présence des deux types de lésions caractéristiques de la 
MA, comme dans le cas des souris 3xTG. 
L’utilisation du mutant Arctic d’Aß (E22G) dans les modèles ARC6 et ARC28 a 
permis de mettre en évidence une vitesse d’agrégation accrue, se traduisant par des effets 
neurotoxiques plus importants (Nilsberth et al., 2001; Lashuel et al., 2003).   
Bien que ces modèles aient permis des avancées considérables dans la compréhension 
de l’agrégation et de la toxicité d’Aß, ils sont difficiles d’accès pour des approches cellulaires 
et moléculaires, leur puissance résultant des aspects physiopathologiques. 
 
III.C. Aß chez Drosophila melanogaster 
Deux principaux modèles sont utilisés pour étudier la biologie du peptide Aß chez la 
Drosophile. Elle possède un homologue d’APP (dAPPL) présentant 30% d’identité avec 
l’APP humain, mais qui ne présente pas la séquence Aß. La délétion du gène de structure de 
cet homologue entraîne des troubles du phototactisme, troubles partiellement supprimés par 
l’expression de l’isoforme APP695 humain (Luo et al., 1992). La surexpression de dBACE, 
un homologue de BACE-1 humain, et de dAPPL conduit à la surproduction d’un peptide 
correspondant à la région Aß. Ce clivage implique également le clivage par un complexe γ-
sécrétase (Takasugi et al., 2003). Le peptide ainsi produit s’accumule sous forme de fibrilles 
intracellulaires et de dépôts amyloïdes. Une neurodégénération et des troubles 
comportementaux apparaissent avant l’observation des dépôts amyloïdes (Carmine-Simmen 
et al., 2009).  
La coexpression d’APPh et BACE1 associée à la surexpression de l’homologue de 
PS1 dPsn entraîne la production de peptide Aß40 et Aß42, ainsi que celle des fragments 
intracellulaires d’APP. Dans l’œil, cette combinaison entraîne une dégénérescence des tissus 




présentent une perte de viabilité. La transposition de mutation de PS1 responsable de formes 
familiales de la MA dans dPsn amplifie ces phénotypes.  
L’expression d’Aß40 ou Aß42 dans les tissus neuronaux, adressé à la voie de sécrétion 
par l’ajout d’une séquence signal entraîne une accumulation dans le cerveau, et une 
dégradation des capacités mémorielles à court terme. Aß42 seul forme des dépôts amyloïdes et 
une toxicité dans le tissu dans lequel il est exprimé, ou une létalité lorsque son expression est 
ubiquitaire (Iijima et al., 2004; Finelli et al., 2004).  
L’étude du mutant Arctic (Arc E22G) dans ces conditions a montré que son expression 
induit des dysfonctionnements neuronaux et locomoteurs ainsi qu’une neurodégénérération 
exacerbée par rapport à Aß sauvage. Aß42 Arc forme aussi plus d’oligomères et de dépôts 
amyloïdes. La sévérité des dysfonctionnements moteurs semble être intimement liée aux 
propriétés d’agrégation d’Aß. En fonction de l’allèle d’Aß exprimé, les pathologies 
développées sont qualitativement différentes (Crowther et al., 2005). 
Les modèles de drosophiles ont permis d’étudier certaines molécules d’intérêt 
thérapeutique et leurs effets. C’est le cas de la néprilysine, endopeptidase impliquée dans la 
dégradation des peptides Aß. Chez la drosophile, la néprilysine réduit la quantité d’Aß42 dans 
les fractions solubles et insolubles issues de cerveaux, prévient la formation de dépôts 
amyloïdes et supprime les pertes neuronales. Cependant, son expression réduit 
considérablement la durée de vie des mouches et provoque une dégénérescence axonale 
(Iijima-Ando et al., 2008). Ces effets sont très probablement liés à son action sur un facteur 
important pour la survie neuronale et la mémoire, le facteur de transcription CREB (cAMP 





Les modèles de Drosophiles de la MA ont permis des avancées sur l’analyse de la 
toxicité d’Aß mais aussi sur l’étude de pistes thérapeutiques et l’évaluation de leurs risques 
potentiels. 
 
III.D. Études d’Aß chez Caenorhabditis elegans 
Le nématode possède un homologue de l’APP : APL-1, qui ne contient pas de 
séquence homologue à Aß (Daigle and Li, 1993). Cette protéine est essentielle au 
développement larvaire puisque sa délétion induit une létalité complète aux stades précoces 
de développement, et que la survie est restaurée par la réintroduction du gène de structure 
d’APL-1. Sa surexpression entraîne aussi des défauts de fertilité, viabilité et mobilité, 
directement reliés au niveau d’expression d’APL-1. Un rôle dans l’adhésion intercellulaire est 
proposé pour cette protéine (Hornsten et al., 2007). 
Une activité γ-sécrétase a pu être détecté chez C.elegans, associée à un complexe 
formé de SEL-12 (Levitan and Greenwald, 1995), HOP-1 (Li and Greenwald, 1997) et SPE-4  
(Arduengo et al., 1998) comme homologues des PS, et d’autres homologues de la nitrastrine, 
APH-1 et PEN-2 (Francis et al., 2002). Cependant, aucune activité ß-sécrétase n’a pu être 
identifié. 
 
L’expression d’Aß fusionné à une séquence d’adressage à la voie de sécrétion dans 
des cellules musculaires provoque une paralysie progressive et une accumulation en dépôts 
amyloïdes intracytoplasmiques (Link, 1995; Link et al., 2001). Dans ce modèle, la maturation 
de la construction conduit non pas à la libération d’un peptide Aß1-42 mais d’une forme plus 
courte Aß3-42. Cette forme s’avère plus prompte à catalyser l’agrégation d’Aß40 qu’Aß42 
(McColl et al., 2009). La présence d’agrégats intracytoplasmiques pourrait être due à la 




bien encore à la séquestration d’Aß dans des vésicules autophagiques. En effet, des vésicules 
autophagiques immatures ont tendance à s’accumuler dans ce modèle. Le blocage de 
l’autophagie ne réduit ni la quantité de peptides, ni la paralysie des vers. Ce modèle ne permet 
pas de déterminer si la toxicité résulte des dépôts ou de la perturbation du fonctionnement 
cellulaire lié à la surexpression d’Aß.  
Un modèle permettant une expression inductible a donc été créé, dans lequel 
l’expression d’Aß induit une oxydation des protéines préalablement à la formation des dépôts 
extracellulaires (Link et al., 2003; Drake et al., 2003; Yatin et al., 1999). Un mutant AßM35C, 
qui ne permet pas la formation de structures amyloïdes chez le nématode, n’induit pas non 
plus de stress oxydatif mesuré par la carbonylation des protéines (Fay et al., 1998). Ce modèle 
a permis de tester les effets d’anti-oxydant sur la toxicité associée à Aß. L’EGb761 (Smith 
and Luo, 2003; Wu et al., 2006) et la glycitéine (Gutierrez-Zepeda et al., 2005) diminuent 
l’oxydation des protéines et la quantité des dépôts, sans que ces effets soient compris. 
Ce modèle inductible a également permis l’étude des variations d’expression géniques 
en présence d’Aß. Parmi les 67 gènes surexprimés dans ces conditions, deux d’entre eux, 
F22E5.6 et HSP16, possèdent des homologues humains : TNFAIP1 (Tumor Necrosis Factor 
α-Induced Protein) et CRYAB (codant pour l’αB cristalline, famille des Heat-Shock Protein 
HSP) respectivement. Ces deux gènes sont également surexprimés dans le cerveau de patients 
décédés de MA (Link et al., 2003).  
Plusieurs interactions entre Aß42 et des HSP ont été identifiées chez le ver. Deux 
protéines de la famille des HSP70 et l’un de ses régulateurs négatifs putatifs, 3R05F9.10, dont 
l’extinction diminue la paralysie des nématodes, sont capables d’interagir avec Aß42 et 





Les modèles de la MA dans le nématode ont donc permis des avancées dans la 





III.E. Études d’Aß chez Saccharomyces cerevisiae 
La levure Saccharomyces cerevisiae est un organisme modèle unicellulaire eucaryote 
qui a déjà permis, avec succès, l’étude de mécanismes fondamentaux à l’origine de maladies 
neurodégénératives. Elle est aussi utilisée pour l’étude de la maturation de l’APP, l’agrégation 
d’Aß et sa toxicité. 
La levure ne possède pas d’homologues d’APP, ni de BACE1, ni du complexe γ-
sécrétase. Les études de la protéolyse de l’APP, exprimée dans la voie de sécrétion par sa 
fusion à la séquence signal du facteur alpha, ont montrées le relargage d’une partie N-ter dans 
le milieu et la rétention du fragment C-ter dans la membrane plasmique d’une taille similaire 
au fragment C89 (Zhang et al., 1994). Les enzymes responsables de ce clivage, similaire à 
celui de l’α-sécrétase, au niveau trans-golgien sont les protéases Yap3 et Mkc7 (Zhang et al., 
1997).  
Des modèles des activités ß- et γ-sécrétases ont été créés dans la levure. Le premier 
modèle permet l’expression d’une protéine de fusion comprenant un fragment d’APP 
contenant le site ß, le domaine transmembranaire et la partie C-ter fusionné à l’invertase. 
L’invertase est nécessaire à la croissance en milieu saccharose. Cet ancrage à la membrane la 
rend inactive, les cellules exprimant cette construction ne peuvent donc croître en milieu 
saccharose. L’expression de BACE1 humain dans ces levures permet le clivage de la protéine 
de fusion et la libération de l’invertase. Les cellules croissent alors en milieu saccharose. Ce 
modèle permet le criblage d’inhibiteurs de l’activité ß-sécrétase (Middendorp et al., 2004).  
L’activité γ-sécrétase a aussi été reconstituée dans la levure. La coexpression de PS1, 
Aph-1, Pen2, nicastrine et d’APP fusionné au rapporteur GAL4 permet la libération de ce 




L’implication du protéasome dans la dégradation d’espèces promptes à s’agréger à été 
mise en évidence grâce à l’expression du fragment C99 adressé à la voie de sécrétion 
(Sparvero et al., 2007).  
 
Des fusions d’Aß avec avec la partie C-ter de Sup35, dépourvus de son domaine prion, 
ont permis de mettre en place un test d’oligomérisation d’Aß performant (voir la partie 0 pour 
Sup35p). Cette protéine de fusion est exprimée dans des levures possédant un allèle ade1-14, 
codant pour une protéine inactivée par la présence d’un codon stop prématuré, rendant les 
cellules [ADE-]. L’agrégation d’Aß permet la translecture du codon stop et les levures 
deviennent [ADE+]. Ce système fournit un test d’agrégation d’Aß robuste et a permis de 
mettre en évidence des mutations inhibant son auto assemblage. L’agrégation d’Aß dans la 
levure est dépendante de la chaperone cytoplasmique Hsp104 (Bagriantsev and Liebman, 
2006).  
Enfin, un modèle de la toxicité d’Aß dans lequel Aß42 fusionné à la séquence signal de 
Kar2 permettant son entrée dans le RE a été créé. Aß dans ce cas n’est pas retrouvé dans le 
milieu, mais serait retenu dans l’espace périplasmique où il pourrait interagir avec la 
membrane plasmique et être endocyté. Les cellules exprimant ces constructions, intégrées au 
génome, présentent un défaut de croissance. Dans les mêmes conditions, Aß40 s’avère moins 
toxique qu’Aß42. Ainsi, le défaut de croissance étant suffisant, un crible génétique a pu être 
entrepris. 12 gènes modulent la toxicité d’Aß dans la levure, dont l’un des homologue de 
PICALM, déjà décrit comme prédisposant à la MA, YAP1802 (voir la partie II.C.2.a.). 
L’implication de l’endocytose dépendante de la clathrine comme point critique de la toxicité 





IV. Les objectifs de thèse 
Le laboratoire Analyse Fonctionnelle des Amyloïdes a longtemps étudié les prions de 
levure et leur transmissibilité. L’existence d’amyloïdes non toxiques et d’amyloïdes toxiques 
partageant des structures et intermédiaires d’assemblage communs soulève une question 
majeure à laquelle s’est attaché le laboratoire : qu’est-ce qui différencie un amyloïde 
toxique d’un amyloïde non toxique? La toxicité est-elle portée par des intermédiaires 
n’existant pas chez les amyloïdes non-toxiques ou les espèces sont-elles les mêmes, et seules 
varient les cinétiques et donc les quantités d’espèces toxiques ? Quels sont les mécanismes 
moléculaires de cette toxicité ? 
Mon travail de thèse s’est intégré dans cette problématique générale. Dans un premier 
temps, j’ai participé au travail de thèse de Fabien D’Angelo qui s’intéressait au 
développement et à la caractérisation d’un modèle d’étude de la toxicité d’Aß dans la levure. 
Ce travail a fait l’objet d’une publication dans la revue Disease Models and Mechanisms et 
est présenté en première partie des résultats (cf. Résultats I.B).  
Grâce à ce modèle, j’ai pu m’intéresser aux relations structure-toxicité du peptide 
Aß42 en créant des variants à la toxicité exacerbée ou au contraire non toxiques dans la 
levure. Ces variants ont été étudiés in vitro afin de tenter d’établir les différences 
biochimiques ou d’assemblage corrélés à la toxicité établie in vivo. Ce travail a permis de 
mettre en évidence une capacité spécifique des variants toxiques d’Aß à former des 
oligomères capables de s’assembler en structures riches en feuillets ß antiparallèles. Ces 
études sont à l’origine d’une soumission d’article dans la revue PLOS ONE, et sont 
présentées dans la deuxième partie des résultats (cf. Résultats II.B). 
Enfin, la création d’allèle hyper toxique d’Aß42 dans la levure a permis la réalisation 
de cribles génétiques afin d’établir les éléments modulant la toxicité d’Aß42 in vivo. Les 
























I. Création et caractérisation d’un modèle d’étude de la 
toxicité d’Aß42 dans la levure Saccharomyces cerevisiae 
 
I.A. Introduction 
Au cours de mon doctorat, j’ai pu participer au le projet de thèse de Fabien D’Angelo 
qui consistait en l’élaboration d’un modèle d’étude dans la levure de la toxicité d’Aß42. En 
effet, aucun modèle de toxicité n’avait encore été établi dans la levure. Plusieurs études ont 
montré la capacité d’Aß à s’agréger dans la levure lors de sa fusion à la GFP ou au domaine 
C-ter de Sup35p (Bagriantsev and Liebman, 2006; Caine et al., 2007). Le faible 
ralentissement de croissance induit par l’expression de la fusion GFP-Aß (de l’ordre de 5%) 
n’est pas suffisant pour l’établissement d’un modèle de toxicité d’Aß qui permettrait des 
investigations plus larges. La création d’un modèle permettant ces études a donc été amorcée 
au laboratoire par F. D’Angelo. 
 
F. D’Angelo a construit des plasmides d’expression d’Aß42 wt et arc, fusionné à la 
GFP et sous le contrôle du promoteur inductible par le galactose GAL10. Les constructions 
dont l’expression est induite par le galactose sont alors cytoplasmiques et les levures ne 
présentent pas de défaut de croissance (Figure 25). L’ajout d’une séquence d’adressage à la 
voie de sécrétion, la séquence pré-pro du facteur alpha, a alors permis de mettre en évidence 
la toxicité des constructions. De plus, l’expression de la construction portant la mutation arc 
induit un défaut de croissance sensiblement supérieur à celui d’Aß wt. Ce modèle mime donc 






Figure 25 : Mise en évidence de la toxicité des constructions αAßwtGFP et αAßarcGFP. 
Test en gouttes ou test en dilutions sériées de levures sauvages transformées par les 
vecteurs d’expression des constructions indiquées. Sur milieu non inducteur glucose, la 
croissance des levures exprimant les différentes constructions est comparable. En milieu 
inducteur galactose, les levures exprimant les constructions AßwtGFP et AßarcGFP ne présente 
pas de défaut de croissance par rapport aux levures exprimant la GFP seule. Les levures 
exprimant les constructions αAßwtGFP et αAßarcGFP présentent un défaut de croissance, 
défaut plus important encore pour αAßarcGFP. 
 
La suite de son travail de thèse a porté sur la caractérisation du modèle et de la toxicité 
cellulaire d’Aß dans la levure. Il a pu montrer que la construction était correctement adressée 
à la voie de sécrétion. Le peptide signal du facteur alpha est clivé lors de sa translocation dans 
le RE. La séquence pro est alors glycosylée dans le RE puis le Golgi, et est clivée dans le 
trans-golgi par Kex2. Aß-GFP résultant de ce clivage n’est cependant pas retrouvé dans le 
milieu extracellulaire.  
 
La caractérisation de la localisation subcellulaire d’Aß a conduit à la création de 
nouveaux vecteurs d’expression d’αAß-GFP. En effet, lors de l’expression d’αAß-GFP, 
aucune fluorescence de la GFP n’a pu être détectée. Il semble que la fusion d’Aß à la GFP 
empêche le repliement natif de cette dernière. L’ajout d’un doublet (Gly-Ala) répété trois fois 





Les constructions d’αAß-l-GFP présentent un profil de fluorescence en anneau 
périnucléaire caractéristique du RE, associé à une fluorescence ponctiforme pouvant 
correspondre à des vésicules. Par ailleurs, les agrégats formés dans le cytoplasme sont 
différents de ceux formés par le passage dans la voie de sécrétion, pouvant expliquer leur 
différence de toxicité.  
 
L’étude de différents mutants du trafic vésiculaire à laquelle j’ai participé a permis de 
mettre en exergue le rôle de l’endocytose dans la toxicité. Il semble que les organites situés 
dans la voie endocytique, comme les endosomes et la vacuole, soient des lieux importants 
pour l’expression de la toxicité d’Aß. Le rôle de PICALM (facteur de prédisposition à la MA 
abordé dans la partie II.C.2.a) et de ses homologues dans la toxicité d’Aß a pu également être 
mis en évidence. 
 
Enfin, les effets de l’expression d’Aß sur les mitochondries ont pu être analysés. Aß 
est responsable d’une diminution de la consommation d’oxygène, mettant en évidence un 
effet potentiellement délétère d’Aß sur le métabolisme énergétique des levures. 
 
 
I.B. Article 1 : «  a yeast model for Amyloid-ß aggregation 






















































I.C. Résultats complémentaires de l’article 1 
I.C.1. La toxicité d’Aß est allèle-dépendante 
L’étude réalisée dans l’article 1 a mis en évidence que l’allèle d’Aß responsable d’une 
forme familiale de la MA, le mutant Arc E22G est plus délétère pour les levures que l’allèle 
sauvage. Afin de conforter cette toxicité allèle-dépendante, nous avons construit, par 
mutagenèse dirigée, les allèles suivants : English H6R, Tottori D7N, Dutch E22Q et Iowa 
D23N. Le mutant Flemish A21G a également été construit en guise de contrôle positif. En 
effet, chez l’Homme, cette mutation induit un changement de ratio d’Aß42/Aß40, et ne doit pas 
générer un peptide Aß de plus grande toxicité qu’Aßwt.  
 
Figure 26 : Test en gouttes des mutants familiaux d’Aß42. 
 La croissance des levures en milieu non inducteur (glucose) est comparable quelles 
que soient les constructions. En milieu inducteur galactose, les levures présentent un défaut de 
croissance transitoire. En effet, les effets observés à 48h de croissance à 30°C sont moins 
visibles après 72h de croissance. 
 
L’expression des constructions αAßEnglish-l-GFP, αAßTottori-l-GFP, αAßDutch-l-GFP et 
αAßarc-l-GFP induisent un défaut de croissance des levures en milieu inducteur supérieur à 
celui d’Aßwt. Les constructions αAßIowa-l-GFP et αAßFlemish-l-GFP induisent une toxicité 




72h de croissance, la toxicité des mutants ne se distingue pas de celle de la forme sauvage 
(Figure 26). 
 
 Ces différences de toxicité ne sont pas dues à des variations majeures de quantité de 
protéines produites, ni du ratio des formes (précurseur, glycosylée, mature) qui ont été 
analysées en western blot (non montré). Aucune variation des profils de fluorescence n’a pu 
être détecté par rapport à ceux d’αAßarc-l-GFP et αAßwt-l-GFP. En effet, les cellules 
présentent un profil de fluorescence comprenant un anneau périnucléaire, des structures 
fibrillaires et ponctiformes (Figure 27).  
 
Figure 27 : Profils de fluorescence des mutants familiaux d’Aß42.  
Après 6 h d’induction en galactose, les levures exprimant les constructions indiquées sont 





 L’ensemble de ces résultats indique que la toxicité d’Aß42 dans ce modèle est 
dépendante de l’allèle d’Aß et semble être corrélé à ses propriétés spécifiques d’agrégation. Il 
montre également que les allèles « naturels » ne sont pas dramatiquement délétères pour la 
viabilité cellulaire. 
 
I.C.2. Les effets d’Aß sur les mitochondries 
L’expression d’αAßarclGFP induit une diminution de la croissance en milieu 
respiratoire (lactate), associée à une diminution de la consommation d’oxygène par cellule. 
Nous avons montré que cette diminution n’est pas liée à une létalité mesurée par la capacité à 
former des colonies (cfu), ni à une diminution du contenu mitochondrial évaluée par dosage 
spectral sur cellules totales, mais bien à une altération de la chaîne respiratoire.  
 
Figure 28 : Respirations relatives de levures en présence d’éthanol.  
Les mesures sont effectuées sur des échantillons de levures dans leur milieu de culture 
(respiration spontanée) et après l’ajout d’éthanol (1% final) directement dans le milieu de 
l’échantillon. En blanc, les levures transformées par le plasmide vide, en gris, les levures 
exprimant la construction αAßarclGFP (n=3). 
 
Une diminution de l’activité de la chaîne respiratoire peut être liée à la diminution de 
substrats, notamment de NADH, qui devient alors limitant. L’ajout d’éthanol dans ces 




alcool déshydrogénase matricielle. L’absence de différence majeure de vitesse de 
consommation d’oxygène en présence et en absence d’éthanol nous indique que la diminution 
de la respiration n’est pas due à une limitation de la vitesse de la chaîne respiratoire par le 
NADH (Figure 28).  
 
L’inhibition de la respiration en présence de triethyltin (TET), un inhibiteur de l’ATP 
synthase, est similaire dans le contrôle vecteur vide et dans pour les cellules exprimant 
αAßarclGFP.  
Les résultats suivants sont à aborder avec une grande prudence puisque cette 
expérience n’a été réalisée qu’une seule fois. Le découplage, par dispersion du gradient de 
proton grâce à l’ajout de carbonyl cyanide m-chloro-phenyl hydrazone (CCCP), de la chaîne 
respiratoire et de la synthèse d’ATP induit une augmentation de la vitesse de consommation 
d’oxygène moindre chez les levures exprimant αAßarclGFP. La vitesse maximale est 
diminuée, ce qui pourrait correspondre à une inhibition de la chaîne respiratoire. Ces résultats 
doivent impérativement être consolidés.  
Les effets délétères de l’expression d’αAßarclGFP sur la consommation d’oxygène ne 
sont donc pas du ni à une mortalité accrue, ni à un changement quantitatif de mitochondries 
ou de cytochromes, mais plutôt à un effet sur la chaîne respiratoire elle-même. La description 
de ces effets pourrait être facilité par l’étude des effets d’Aß sur mitochondries isolées.  
 
I.C.3. Recherche de partenaires cellulaires d’Aß 
Les différences de toxicité d’Aßwt et Aßarc pourraient être dues à l’interaction des 
constructions avec des partenaires particuliers. 
Afin de tenter d’identifier ces potentiels partenaires cellulaires spécifiques 




Des broyats de levures exprimant les différentes constructions αAßwtGFP, αAßarcGFP et 
αGFP depuis 8 ou 24 heures ont été incubés avec des anticorps anti-GFP couplés à des billes 
magnétiques, permettant de les purifier aisément dans le champ magnétique d’un aimant. Les 
immuno-précipitations ont ensuite été analysées par SDS PAGE et western blot (non montré).  
 
Une coloration à l’argent des gels a permis de comparer les profils d’élutions des 
immuno-précipitations. Parallèlement, des western blot ont été réalisé permettant d’identifier 
les bandes correspondant aux différentes formes de la protéine de fusion : précurseur (P), 
forme glycosylée (G) et forme mature (M).  
 
Figure 29 : Profil de migration en gel d’acrylamide coloré à l’argent des immuno-
précipitations de GFP.  
Les levures exprimant les constructions αGFP (pistes de gauche), αAßwtlGFP (pistes 
centrales) et αAßarclGFP (pistes de droites) après 8 heures d’induction (panneau de gauche) 
ou 24h d’induction (panneau de droite). Les flèches indiquent les bandes correspondant aux 
formes précurseurs (P), glycosylées (G) et matures (M) des constructions αAßlGFP. Les 





 La comparaison des trois profils ne montre pas de différences majeures, exceptées les 
bandes intenses correspondant aux constructions elles-mêmes (Figure 29, flèches et *) . 
Quelques bandes présentent des variations d’intensité, mais toutes les bandes présentes dans 
les précipitations de αAßwtlGFP et αAßarclGFP se retrouvent dans celles d’αGFP.  





II. Étude structure - toxicité d’Aß42 
II.A. Introduction 
Grâce au modèle de toxicité d’Aß dans la levure, nous avons entrepris l’étude 
structure-toxicité du peptide. L’utilisation de la levure permet ainsi de cribler des mutants 
d’Aß présentant des variations de toxicité par rapport à celle d’αAßwtGFP.  
La recherche d’allèles très toxiques d’Aß a débuté par la mutagenèse aléatoire de 
fragment d’Aß par PCR mutagénisante. Ces fragments ont ensuite été réintégrés au vecteur 
d’expression par recombinaison homologue. Un crible de sélection négatif a permis 
d’identifier une quarantaine de mutants à la toxicité exacerbée, présentant des mutations sur 
l’ensemble de la séquence d’Aß. Seuls quelques résidus ne présentent aucunes de mutations, 
laissant supposer qu’ils sont nécessaires à la toxicité d’Aß. Une mutagenèse ciblée de ces 
résidus a permis d’établir que les résidus Ile31 et Leu34 sont nécessaires à la toxicité d’Aß.  
Cette collection de mutants toxiques et non toxiques a donc été créée sans a priori sur 
les positions des mutations. Afin de distinguer ce qui différencie un peptide Aß toxique d’un 
Aß non toxique, l’étude biochimique in vitro de ces mutants a été entreprise. 
Les mutations correspondant aux mutants simples d’Aß suivants ont été transposées 
dans la phase codante d’Aß coli : G37C (très toxique), arc E22G et L34T (non toxique). Leur 
expression et purification ont été mises au point, ainsi que celle d’Aßwt. La dernière étape de 
la purification de ces variants, une chromatographie d’exclusion de taille, a permis de mettre 
en évidence une corrélation entre toxicité et formation d’oligomères. Tandis que les 
monomères possèdent une voie d’assemblage commune aboutissant à la formation de fibrilles 
agencées en feuillets ß parallèles, les oligomères possèdent une voie d’assemblage distincte, 
riche en feuillets ß anti-parallèles. Ces oligomères présentent une toxicité accrue sur des 
cellules en culture. Ce travail a donc permis de mettre en évidence une nouvelle voie 




II.B. Article 2 : « A structure-toxicity study of Aß42 reveals a new 
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Amyloid beta (Aβ) peptides produced by APP cleavage are central to the pathology of 
Alzheimer’s disease. Despite widespread interest in this issue, the relationship between the 
auto-assembly and toxicity of these peptides remains controversial. One intriguing feature 
stems from their capacity to form anti-parallel ß-sheet oligomeric intermediates that can be 
converted into a parallel topology to allow the formation of protofibrillar and fibrillar Aβ. 
Here, we present a novel approach to determining the molecular aspects of Aß assembly that 
is responsible for its in vivo toxicity. We selected Aß mutants with varying intracellular 
toxicities. In vitro, only toxic Aß (including wild-type Aß42) formed urea-resistant oligomers. 
These oligomers were able to assemble into fibrils that are rich in anti-parallel ß-sheet 
structures. Our results support the existence of a new pathway that depends on the folding 






 Amyloid proteins and peptides form a large group of unrelated proteins. Some of these 
proteins are used for their biophysical properties (e.g., spidroin, the major spider silk protein 
[1]) or, their capacity to mimic a loss- of -function phenotype (e.g.,like Ure2p in S. cerevisiae, 
responsible for the [URE3] prion phenotype [2]). Amyloid proteins are also involved in many 
different cellular functions [3,4]. Furthermore, amyloid assembly may also be a convenient 
mechanism for storing peptide and protein hormones in the secretory granules of the 
endocrine system [5]. These amyloid structures are formed by the stacking of parallel or anti-
parallel ß-strands into ß-sheets that are orthogonal to the fibril axis and are often stabilized by 
the lateral association of several different sheets. Despite these positive roles, amyloids are 
most often studied in the context of disease, particularly neurodegenerative diseases. This is 
mainly due to the detrimental roles of the huntingtin, alpha-synuclein, prion, and amyloid beta 
proteins in Huntington’s, Parkinson’s, Creutzfeldt-Jakob, and Alzheimer’s diseases, 
respectively. Understanding the toxicity of these amyloids is a challenging goal and is being 
pursued by many scientists.  
 Amyloid proteins assemble via structurally and kinetically common mechanisms 
involving monomers (which are often unstructured for in vitro experiments [6]), oligomers 
(which often share structural characteristics that are recognized by specific antibodies, 
independent of their primary structure [7]), protofibrils, and fibrils. The amyloid auto-
assembly process is a matter of great interest because the toxicity of amyloid proteins is 
clearly related to their fibrillation properties. The concept that toxic intermediates are 
responsible for cell death has become dogma in the field [8,9], fueling interest in isolating 
these intermediates.  
 This search has indeed been intensive in the field of Alzheimer’s disease research. The 
metabolism of APP and, in particular, the rate of production of Aß peptides (39-43 residues) 
are thought to be key events in the pathological process [10,11]. Studies of Aß aggregation 
have strengthened the link between amyloid intermediates and disease. The identification of 
pathogenic point mutations within Aß sequences allowed researchers to focus on these 
intermediates rather than fibrils [12,13]. Since that time, many different intermediates of 
varying size (from two to hundreds of Aß molecules) and structure (both parallel and anti-
parallel ß-sheets) have been suspected to act as “partners in crime” [14,15]. However, the lack 
of standardized methods [16] and the difficulty of linking in vitro biochemical observations to 




 In this study, we used a biological system that permits structure-toxicity studies [17]. 
This approach has been successfully used in our lab for another amyloid peptide [18] and 
allowed us to highlight the role of anti-parallel ß-sheet amyloids in cellular toxicity [19]. We 
were thus able to address the following question: what distinguishes a harmless Aß42 from a 
toxic Aß42? We performed an in vivo screen without any a priori information about the 
biochemical nature of the mutations and isolated several Aß42 single mutants varying from 
harmless to very damaging. The in vitro analysis of these mutants led to the identification of a 
new pathway based on anti-parallel ß-sheet organization. This pathway causes the formation 
of fibrils that are structurally distinct from the classical-fibrils with parallel in-register 





Materials and Methods 
Yeast strains, media, and plasmids 
 The yeast strain used was BY4742 (MAT a, his3∆1, leu2∆0, lys2∆0, ura3∆0). Yeast 
cells were grown in SD medium (0.67 % yeast nitrogen base, 2 % dextrose) or SG medium 
(0.67 % yeast nitrogen base, 2 % galactose) supplemented with 0.67 % casaminoacids or with 
20 mg/L histidine (H), 20 mg/L lysine (K) and 60 mg/L leucine (L).  
 All expression vectors used were derived from pYeαAßYGFP [17], a multicopy yeast-
expression plasmid with the selectable URA3 marker and a GAL10 promoter in a pYeHFN2U 
backbone [21]. A PvuII site was inserted between the pre-pro-sequence of alpha factor and 
GFP by overlapping PCR using pYeAßGFP and pYeαGFP as templates for the primers 705, 
706, 866 and 867 (Table I). This allowed the amplification of a PGAL-α-PvuII-YGFP 
fragment, which was cloned into the BamHI-EcoRI sites of pYeAßGFP. Expression vectors 
of αAβ and αAβarc without GFP were created by PCR amplification from pYeαAβYGFP or 
pYeαAβarcYGFP templates using 705 and 879 primers. Fragments were cloned into the 
BamHI-Bsu36I sites of pYeαAβYGFP. Expression vector of αAβG37C without GFP was 
created by PCR amplification from pYeαAβG37CYGFP (see Mutagenesis) using 705 and 960 
primers. The PCR product was introduced by gap repair method into a PvuII-linearized 
pYeα-PvuII-YGFP 2U plasmid. The empty vector used as control is pYeHFN2U. For the co-
transformation experiments, the selectable marker URA3 was shuffled into the LEU2 cassette 
coming from pFL36 [22] 
 The expression vector for Aß42 in E. coli was a kind gift from D. Walsh and was 
described previously as Aß (M1-42) [23]. Substitutions were introduced by site-directed 
mutagenesis using the QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) according to 
the supplier’s recommendations. The primers used are shown in Table I. 
 
Mutagenesis 
 The Aß sequence was amplified by PCR from pYeαAßYGFP using primers 861 and 
902 (Table I). A Taq DNA polymerase with no proofreading activity (New England Biolabs 
M0237 Taq DNA polymerase) was used under error-prone reaction conditions (50 mM KCl, 
10 mM Tris-HCl pH8.3, 4.76 mM MgSO4, 0.5 mM MnCl2) with the following nucleotide 
concentrations: 0.09 mM dCTP, 0.06 mM dATP, 0.14 mM dTTP, and 0.02 mM dGTP. The 





 The mutagenesis of “non-toxic” residues was performed using the QuikChange® Site-
Directed Mutagenesis Kit according to the supplier’s recommendations. The degenerate 
primers used are shown in Table I (primers 980 and 981 for valine 12 mutagenesis, 984 and 
985 for isoleucine 31, and 986 and 987 for leucine 34).  
 
Isolation of toxic mutants: 
 The library obtained after the gap repair was plated onto SD casa medium. After 
replication on SG HKL medium, colonies that exhibited growth defects were isolated and 
spotted individually. In this study, 6,000 clones were analyzed, and 39 were confirmed to 
have a toxic phenotype. The plasmids were then extracted and re-transformed into S. 




 Tenfold serial dilutions starting with equal numbers of cells (106 cells) were 
performed in sterile water. The cells for spotting assays were derived from a pool of ten 
independent fresh transformants; 10 µL drops were loaded on the appropriate SD and SG 
media. 
 
Protein extraction and western blotting:  
 Alkaline lysis was used for protein extraction. Five OD units of yeast cells in the 
exponential growth phase were permeabilized with 500 µL of 0.185 M NaOH and 0.2 % ß-
mercaptoethanol. After 10 min on ice, trichloroacetic acid (TCA) was added to a final 
concentration of 5 %. Samples were incubated for an additional 10 min on ice. Precipitates 
were collected by centrifugation at 13,000 g for 5 min, and pellets were dissolved in 35 µL of 
dissociation buffer (4 % SDS, 0.1 M Tris-HCl pH 6.8, 4 mM EDTA, 20 % glycerol, 2 % ß-
mercaptoethanol and 0.02 % bromophenol blue) and 15 µL of 1 M Tris-base.  
 Extracts were incubated for 5 min at 100 °C and separated by SDS-PAGE in a 12 % 
polyacrylamide gel. Gels were either strained with PageBlue Protein Straining Solution 
(Fermentas) according to supplier’s recommendations, or transferred on nitrocellulose 
membrane. After semi-dry transfer, the membranes were probed with monoclonal anti-Aß 
antibodies (Santa-Cruz Biotechnology). Peroxidase-conjugated anti-mouse antibodies 
(Sigma) secondary antibodies were used. Binding was detected with the SuperSignal reagent 





 Cells in the exponential growth phase were washed in water and resuspended in SG 
medium. After 8 h, cells were observed with an Axioskop 2 plus fluorescence microscope 
(Zeiss) coupled with an AxioCam black and white camera (Zeiss). The LP-GFP filter was 
used. 
 
Aß expression and purification: 
 A ZYM-5052 auto-inductive system was used for Aß expression [24]. Briefly, several 
clones of transformed BL21 DE3 PLys S were grown on 10 mL LB medium preculture that 
contained 1 % dextrose, 100 mg/L ampicillin, and 25 mg/L chloramphenicol. A one-day 
preculture was added to 990 mL of ZYM 5052 medium (1 % N-Z-amine, 0.5 % yeast extract, 
25 mM Na2HPO4, 25 mM KH2PO4, 50 mM NH4Cl, 5 mM Na2SO4, 2 mM MgSO4, 0.5 % 
glycerol, 0.05 % dextrose, 0.2 % lactose) containing 100 mg/L ampicillin and 25 mg/L 
chloramphenicol and incubated overnight at 37 °C. 
 Cell pellets were resuspended at 1 g per 2.5 mL of TE buffer (50 mM Tris, 1 mM 
EDTA, pH 8). Inclusion bodies were purified as described previously [23]. Briefly, cells were 
sonicated twice (each passage of three min cycles on ice; output 5, 50 % duty cycle) and then 
centrifuged for 15 min at 30,000 g at 4 °C. The pellet was resuspended in TE buffer (1 ml for 
1 g), sonicated for 3 min on ice, and centrifuged for 15 min at 30,000 g at 4 °C. 
 The pelleted inclusion bodies were solubilized at 1 mg per 8 mL of TE-urea buffer (8 
M urea, 50 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8). After incubation for at least 4 hours at 4 °C with 
gentle agitation, the soluble inclusion bodies were centrifuged for 30 min at 30,000 g. 
Supernatants were then dialyzed overnight at 4 °C against water (Spectra/Por Dialysis 
Membrane MWCO 3,500). After 1 hour of ultracentrifugation at 100,000 g at 4 °C, urea, Tris 
and EDTA were added to the supernatants at the following final concentrations: 8 M urea, 25 
mM Tris pH 8, and 1 mM EDTA. The solution was passed through a Vivaspin® 20 
centrifugal concentrator (MWCO 30,000). Flow-throughs were dialyzed overnight at 4 °C 
against water (Spectra/Por Dialysis Membrane MWCO 3,500). After 40 min of 
ultracentrifugation at 100,000 g at 4 °C, the supernatant was frozen in liquid nitrogen and 
lyophilized. The powder was sollubilized in 500 µL of TE-urea buffer. Monomers and 
oligomers of Aß were separated by size-exclusion chromatography on a Superdex-75 10/300 
GL Column. Column was equilibrated in phosphate-buffered saline (137 mM NaCl, 2.7 mM 
KCl, 10 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4) at 4°C. Column calibration was done by 




fractions were pooled separately, and aliquots were quantified with a Bradford assay, frozen 
in liquid nitrogen, and conserved at -80 °C until use.  
 
THT fluorescence assay: 
 Aliquots of monomeric or oligomeric Aß were diluted to the appropriate final 
concentration (20 µM or 30 µM) in PBS. Each sample had a total volume of 100 µL and 
contained 20 µM thioflavin T dye. All kinetics measurements were carried out at 30 °C in 96-
well plates. Data were recorded using a POLARstar Omega reader (BGM). Data points were 
recorded in cycles using the bottom-reading mode. A single cycle consisted of 10 s of orbital 
shaking (600 rpm) before fluorescence measurement, which was taken as the average of 10 
flashes every 6 min. The dye was excited at 440 nm, and the fluorescence signal was recorded 
at 480 nm. 
 For cross-seeding assays, nucleation seeds were prepared from fibers obtained during 
the kinetics measurement described above. A 100 µL aliquot of each sample was sonicated 
for 5 min (output 5 and 50 % duty cycle). A 2 µL aliquot of sonicated fibers was added to 100 
µL of 20 µM Aß monomers or oligomers.   
 
Bis-ANS fluorescence assays: 
 The oG37CUR (50 µM) was fractionated by SEC on a Superdex-75 column in PBS. 
Absorbance at 215 nm and fluorescence at 480 nm in the presence of 1 µM bis-ANS were 
measured at t0. At different times during incubation in PBS with 5 mM DTT, the fluorescence 
in the presence of 1 µM bis-ANS was recorded. The dye was excited at 360 nm, and the 




 CD spectra were obtained in the far-UV region with a JASCO J810 
spectropolarimeter. Samples were prepared as described above (see subsection Tht 
fluorescence assay) and then placed in a 0.1-cm pathlength quartz cuvette and monitored in 
continuous scan mode (260-190 nm). Data were averaged from 10 scans. 
 
IR spectroscopy: 
 Fibrillation of Aß was generated over 15 days, in conditions described above (see 




 Each sample (20 µl) was loaded on a germanium ATR crystal (Specac, Orpington, 
UK) and dried with a stream of dry air. ATR-FTIR spectra were recorded on a Nicolet Nexus 
870 FTIR spectrometer equipped with a mercury cadmium telluride detector (Thermo Fisher 
Scientific, San Jose, CA, USA) with a spectral resolution of 4 cm−1 and a one-level zero 
filling. One hundred interferograms, representing an acquisition time of 3.5 min, were co-
added. For clarity, the maximum absorbance for the amide I band has been normalized to the 
same value for all spectra shown. 
 
Transmission electron microscopy: 
 A 5 µl aliquot of aggregates was adsorbed onto Formvar-coated, carbon-stabilized 
copper grids (200 mesh) for 10 min, washed 3 times with water, and dried with filter paper. 
Grids were then negatively stained with 10 µL of 2 % uranyl acetate, dried with filter paper 
and observed with a Philips TECNAI 12 Biotwin electron microscope at 80 kV. 
 
Cell culture and MTT assays: 
 PC12 cells were cultured in RPMI 1640 medium (Sigma) supplemented with 10 % 
horse serum, 5 % fetal bovine serum, 0.1 % penicillin, and 0.1 % streptomycin on poly-D-
lysine (PDL)-coated dishes.  
 Aß monomers were diluted to 20 µM in PBS and incubated at 30 °C for 6 or 24 hours. 
G37C oligomers (oAßG37CUR) were diluted to 20 µM in PBS and incubated with 5 mM DTT 
at 30 °C for 6 or 24 hours.  
 The viability of PC12 cells was measured using the Cell Proliferation Kit I (MTT) 
from Roche. PC12 cells (40,000 cells/well in 80 µL medium) were cultured on PDL-coated 
96-well plates overnight. Aß samples (20 µL) aliquoted from the incubated Aß samples and 
diluted to the appropriate Aß concentration were added to the wells and incubated for 16 
hours. The Aß concentration in the cell culture medium was kept at 0.5 µM. For control 
samples, the same volume of PBS was added to the wells. For the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reaction and measurement, the adsorption values 
at 550 nm were determined using a Tecan microplate reader. The viability of cells treated 
with PBS alone was set as 100%. 
 
Statistical Analyses: 
Data are expressed as means ± S.D. Statistical analyses were performed using one-way 





Single mutants of Aß42 dramatically alter Aß toxicity. 
 The mutagenesis of Aß yielded an average of 2.5 mutations per clone within the Aß 
coding sequence, which is consistent with our previous experiments [18]. Among the 6,000 
clones analyzed, 54 were clearly affected in their capacity to form normal colonies when Aß 
was expressed, and the corresponding plasmids were sequenced. All the mutations are 
missense mutations (Supplementary Figure 1). The most toxic single mutants in yeast are 
shown in Figure 1 (panel A). These single mutations were located within residues 18-42, 
which form a ß-strand (18-26)-turn-ß-strand (31-42) “U-shape” motif, as determined by solid 
state NMR [20]. The toxicity induced by these different alleles of Aß was estimated by a 
serial dilution assay (Fig.1, panel B). Interestingly, the selected mutants appeared to be much 
more toxic than the Arctic (E22G) mutation, which is itself slightly more toxic than the WT in 
our yeast model [17].  
 One mutant (E22K) was previously identified in an Italian familial case of 
Alzheimer’s disease [25]. In vitro, this mutation increases the rate of aggregation of synthetic 
Aß42 [26].These differences in toxicity (G37C > A30V> G33V> E22K> V40I> E22G> WT) 
could have been caused by different levels of expression of these Aß species within the yeast 
cells. This trivial explanation was definitively ruled out by a Western blot experiment (Fig. 1, 
panel C). Interestingly, the ratios between the precursor, glycosylated, and mature forms 
remained roughly the same for the more toxic mutant G37C, indicating comparable secretion 
efficiencies, in G37C vs WT. Such a distribution would be expected to correspond to an 
equivalent distribution of the protein within different cellular compartments. This mutant 
(G37C) exhibited the same pattern of localization as the other non-toxic allele (I31T) tested 
(Fig. 1 Panel D). It is therefore clear that the toxicity of these new Aß alleles was not due to a 
change in protein concentration or localization but rather to other parameters, such as its auto-
assembly capacity. 
 In many cases, multiple mutations can be found within a mutagenized Aß sequence. 
Interestingly, among the 135 single changes obtained, we never observed any mutations of 
V12, L34, or I31 (data not shown). This result could have been due to a non-random 
distribution of the mutations. Alternatively, it might indicate that these aminoacids are crucial 
for Aß toxicity and that their mutation would be counter-selected in our screen (this screen 
was based on the gain of toxicity of Aß). We tested this hypothesis and created point 
mutations at these three positions. Site-directed mutagenesis was performed using degenerate 




V12 position, most of the clones obtained remained toxic, indicating that this aminoacid may 
be changed without a loss of toxicity (data not shown). In contrast, most of the L34 and I31 
mutants were harmless. Sequence analysis of several clones revealed mutations in the first, 
second or third position within the codon (Fig. 1, panel E). In all cases (data not shown), these 
mutations were non-synonymous (i.e., they led to a change in the primary structure of the 
peptide). Even conservative mutations, such as isoleucine for leucine, caused a significant 
change in Aß toxicity.  
 Because our screen produced both harmful and harmless mutations, we were 
interested to determine whether these mutations could act both in cis (the two mutations being 
in the same peptide) and in trans (the two single mutants are produced separately in the same 
yeast cell). The co-expression of toxic mutants and WT Aß within the same yeast cell led to 
growth defects similar to those induced by the toxic mutant alone (data not shown). This 
dominant phenotype was also found when the harmless I31T and the harmful G37C mutant 
were co-expressed, demonstrating that non-toxic Aß mutants could not prevent Aß toxicity in 
trans (Fig. 1, panel F). When both mutations were made in the same Aß protein, the double 
mutant was only slightly toxic, indicating that I31T and L34T prevent the formation of toxic 
species in cis (Fig. 1, panel G). This finding is consistent with the hypothesis of more than 
one Aß folding pathway leading to different entities.  
 As such the combination of GFP, particularly with the small Aß peptide may 
significantly bias the results of our screening. In our yeast expression system, we already 
know that expression of Aß without GFP lead to a modest toxic effect [17], making any 
toxicity measurement rather tricky. This is probably due to the role of GFP that stabilizes Aß 
and increase its cellular concentration [17]. However, when expressed in a euroscarf yeast 
strain selected for its increased sensitivity toward Aß-GFP (Vignaud et al., to be published), 
we could clearly observe and monitor growth impairment due to Aß expression. Importantly, 
Aß is not tagged in this experiment and we could confirm that AßG37C is more toxic than 
E22G itself slightly more toxic than the WT (Fig. 1, panel h). These in vivo observations led 
us to further investigate the properties of these different Aß peptides in vitro. 
  
Polymerization rate and fibrillar organization of Aß42 mutants 
 The different Aß peptides were expressed in E. coli and further purified, the final step 
being a size exclusion chromatography. The peak of Aß peptides eluted from the column as a 
monomeric species was flash-frozen. Different approaches may be used to follow Aß 




real time. In this assay, all mutants (toxic E22G and G37C, harmless L34T and WT) exhibited 
the typical sigmoidal assembly curve (Fig. 2, panel A). The results were consistent with a 
nucleation-dependent polymerization process. At the same concentration (20 µM), the lag 
time before the increase in fluorescence varied greatly among the mutants, from a few 
minutes (E22G) to several hours (G37C). This criterion was therefore not sufficient to predict 
the in vivo phenotype of each Aß mutant (i.e., the severity of the Aß toxicity in yeast cells). 
This is also the case for other Aß mutants. In particular, the D23N-Aß40 Iowa mutant and 
E22Q Dutch mutant exhibit enhanced rates of fibril assembly compared with wild-type Aß 
peptides [26]. Meanwhile, A21G Flemish Aß40 exhibits a much slower assembly rate, 
comparable with that of wild-type Aß [26].  
 At the same concentration and under the same experimental conditions (agitation, 
buffer, temperature, etc.), the different mutants plateaued at different levels. Similar 
differences in ThT fluorescence can be observed for one peptide when the experimental 
conditions vary [27] and may be explained by the proportion of the peptide that is able to 
auto-assemble and/or by structural variations in Aß fibrils (indicating structural differences 
reminiscent of amyloid strain characteristics [28]). Such fibril characteristics can be passed on 
by seeding in a strain-like behavior [29]. The addition of fibril seeds (2 % sonicated L34T or 
G37C aggregates) to a solution of monomeric G37C shortened the lag time (Fig. 2, panel B). 
Interestingly, the level of fluorescence depended on the type of fibrils added for the seeding 
and echoed the fluorescence reached by monomeric solutions incubated without seeding. 
Strikingly, monomeric L34T assembly was not stimulated (or was stimulated very poorly) by 
the presence of sonicated G37C fibrils (Fig. 2, panel C), although it was stimulated normally 
by sonicated L34T aggregates (data not shown). This may indicate a low “seed” content in the 
G37C fibrils (leading to low ThT fluorescence) and/or a structural difference that created a 
“species barrier” [30].  
 We analyzed the structural changes at different times during the lag phase, the 
exponential increase, and the plateau, by circular dichroism (CD) spectroscopy. The CD 
spectra demonstrated a continuous decrease in the content of unordered (random coil) 
conformations and a concomitant increase in the content of ß-structures (Fig. 2, panel C). The 
time course of this switch was consistent with the aggregation of Aß variants, as estimated 
using the thioflavin T fluorescence assay. The intensity of the negative peak at 218 nm 
depended on the mutant analyzed (data not shown) but was not correlated with the ThT 
maximum value or Aß toxicity in yeast. This lack of correlation may reflect a real property of 




might have been slightly distorted, as the observed changes in the spectra were the result of 
conformational changes and simultaneous aggregation with the formation of higher, partially 
insoluble, aggregates.  
 The final aggregates were further characterized by ATR-FTIR and electronic 
microscopy. The analyses of the amide I region (1600-1700 cm-1) of the ATR-FTIR spectrum 
allowed us to identify the presence of parallel or anti-parallel β-sheets, and random coil 
organizations. The aggregates formed by the WT, L34T, and E22G mutants showed typical 
parallel ß-sheet features, characterized by an absorbance maximum at 1630 cm-1 (Fig. 2, panel 
D). A parallel β-sheet organization exhibits two bands, the most intense at around 1630 cm-1 
and a less intense at 1651 cm-1, which was difficult to distinguish due to their overlap with 
random contributions [31,32]. This finding is consistent with the classical in-register parallel 
arrangement model based on NMR and site-directed spin labeling experiments [33,34]. The 
spectrum obtained with the G37C mutant was less conventional. The presence of a broad 
band indicates multiple contributions and can explain the lack of efficient cross-seeding with 
monomeric L34T mutant. 
 The ultrastructural organization of the aggregates was analyzed by electron 
microscopy of negatively stained samples. All the aggregates formed from the different Aß 
peptides exhibited a typical fibrillar structure. The morphology of these fibrils resembled each 
other closely, as the fibrils that formed appeared to be quite similar at this level of resolution 
(Fig. 2, panel E).  
 All these results converge toward a puzzling result: harmful (E22G, WT) and harmless 
(L34T) Aß42 behaved in the same way in vitro, and the most toxic mutant (G37C) formed also 
fibrils without clear identification of the parallel β-sheets organization. This lack of 
correlation between toxicity and molecular organization of the monomers was further 
supported by the viability test in cell culture. We examined the relative toxicity of each Aß42 
peptide using an MTT assay in PC12 cells (Fig. 2, panel F). Prior to their addition to the cell 
culture, the monomeric Aß42 peptides were incubated for 0, 6, or 24 hours. The cells were 
then treated for 16 hours at a concentration of 0.5 µM Aß in each cell well. At the end of this 
period, MTT reagent was added. The Arctic mutant was the most deleterious mutant, but, 
strikingly, the harmless L34T mutant appeared to be more toxic than the WT after 24 h, and 
the mutant that was the most toxic in yeast G37C was not more efficient than wt at reducing 
cellular viability in PC12 cells. Obviously, the results obtained in vitro with the purified 





Toxic Aß mutants accumulate oligomers 
 Because none of these experiments helped us to understand the molecular basis of Aß 
toxicity, we decided to expand our analysis to the different species isolated during the last 
steps of our purification procedure. After ultrafiltration in the presence of urea, the flow-
through was dialyzed against distilled water overnight. The corresponding protein was further 
lyophilized, dissolved in 8 M urea pH 8, and then filtered on a suitable SEC column to 
separate the Aß monomers from the urea. All species formed a monomeric peak. 
Interestingly, the non-toxic isoforms (L34T and I31T) each exhibited only one peak, 
corresponding to the monomeric form (unfolded, unable to bind ThT), whereas the other 
mutants produced peaks corresponding to higher molecular weight species (Fig. 3, panel A). 
The ratio of the larger species peak to the monomeric peak was correlated with the toxicity of 
the isoform, with G37C exhibiting the highest ratio. Because this mutant was associated with 
the highest Aß species content and was the most toxic, we focused our attention on this 
mutant. To rule out the possibility that these oligomers formed during the filtration, we 
repeated the separation in a buffer containing urea. When lyophilized protein resuspended in 8 
M urea was loaded into a column equilibrated with PBS + 8 M urea and eluted with the same 
buffer, we again observed the same peak eluted in the same volume (data not shown). This 
indicated that the oligomers were generated during the dialysis and were not dissociated by 8 
M urea. These oligomeric AßG37C urea-resistant species were named oAßG37CUR. 
 Cysteine may form disulfide bonds in proteins by oxidation, and these chemical links 
could stabilize a putative dimer or oligomer that could eventually incorporate the majority of 
G37C monomers. Such cross-linked intermediates would be resistant to urea and could 
explain the properties observed. We observed the same profile on Tricine-SDS-PAGE [35] in 
reducing (50 mM DTT, 50 mM TCEP or 2.5 % ß mercaptoethanol) or non-reducing 
conditions (Fig. 3, panel B). The electrophoretic mobility was consistent with the formation 
of a trimer, but SDS-PAGE may induce the artifactual formation of high-molecular-weight 
Aß assemblies [36,37]. Monomeric AßG37C is mainly detected as a 4 kDa species but forms 
also higher species when loaded on SDS PAGE whatever reducing agent was added or not 
(Fig 3, panel B). However, because the SDS-PAGE profiles obtained with and without DTT 
were the same, the presence of a disulfide bond was very unlikely. To confirm this finding, 
we added DTT to the sample, equilibrated the gel filtration in PBS + DTT, and then loaded 
the oligomeric species onto the column. The presence of DTT did not change the elution 
profile, and the protein was found in the same fraction (Fig. 3, panel C), indicating that the 




 When incubated at 30°C under reducing conditions, these oAßG37CUR formed 
structures that interacted specifically with ThT (Fig. 3, panel D). The kinetics of ThT binding 
were consistent with a model of nucleation-dependent polymerization, as is the case for 
monomeric peptides. This indicates that the oligomeric species purified at 4 °C (which do not 
bind ThT or bind poorly) can be converted into a different structure that could be either a 
different type of oligomer or a polymer resulting from its auto-assembly. Figure 3, panel E 
shows transmission electron microscopy (TEM) images of the structures formed during this 
kinetics assay. The species that bound ThT were clearly fibrillar. These fibrils assembled into 
large bundles of fibrils and seemed to interact laterally more efficiently than the fibrils made 
from monomeric proteins.  
 In sharp contrast with other fibrils, fibrils made with oAßG37CUR always exhibited a 
strong capacity of assembly within the same plane. The capacities of these oligomeric species 
to bind ThT and to assemble into fibrillar structures resembled the auto-assembly mechanisms 
of the different monomers analyzed during this study. However, the FTIR spectra obtained 
from oligomeric oAßG37CUR at t0 and after auto-assembly were significantly different from 
those obtained from monomeric Aß, indicating that these entities adopted different structures. 
At t0, oligomeric species were mainly found as random coils. After the auto-assembly of the 
peptide, the amide I region in FTIR was characterized by the presence of the two 
characteristic peaks of anti-parallel ß-sheet structures, at 1630 and 1695 cm-1. This result 
indicates a switch from a random structure to an anti-parallel organization (Fig. 3, panel F). 
This transitional shift from random coils to organized structures was further confirmed by 
measuring the fluorescence of ANS. Bis-ANS and ANS bind to exposed hydrophobic clusters 
on protein surfaces, resulting in a blue-shifted emission maximum and a significantly 
enhanced emission intensity [38,39]. This shift provides an interesting tool with which to 
follow the folding of a protein [39] and can thus be used to monitor the structural changes 
during Aß assembly. At t0, oAßG37CUR bound to ANS (Fig. 3, panel G), as would be 
expected for an unstructured organization. When incubated at 30°C under conditions allowing 
the formation of ThT-binding species, this fluorescence decreased, indicating the burial of 
previously exposed hydrophobic domains (Fig. 3, panel F). 
 The toxicity of these oligomers was then tested in PC12 mammalian cells. At t0, these 
oligomers appeared to be more toxic than the unincubated AßG37C (45 % vs 90 % viability) 






 The identification of the toxic species of Aß is the Holy Grail for many scientists in 
the field of Aß research. One of the difficulties these researchers face comes from the 
different tools used to track these elusive objects. Many different biochemical approaches 
have identified the existence of different amyloid intermediates, such as oligomers, proto-
fibrils and annular aggregates [14,40]. These species are difficult to analyze because most of 
them are in equilibrium and in a metastable state that can be converted into a more stable 
organization. In addition to this intrinsic complexity, the most popular toxicity assay, based 
on the measurement of cell viability in the presence of Aß, adds a level of complexity due to 
the effects of the cell culture medium, which can change the properties of Aß species after 
several hours in culture. The best example of such interactions comes from the protocol used 
to isolate Aß-derived diffusible ligands (ADDLs), which involves the incubation of Aß in F12 
medium [41,42]. It is therefore difficult to make an unambiguous connection between in vitro 
and in vivo properties. Here, we used a reverse method based on a simple eukaryotic model to 
measure the toxicity of Aß in vivo. These yeast cells, although not as complex as mammalian 
cells, are suitable for the study of amyloid properties such as prionization [43] and toxicity 
(for a review, see [44]). We predicted that the in vitro study of mutants selected for various 
levels of toxicity could reveal a type of biochemical signature that would explain the 
differences in their properties. 
 
Purified Aß42 monomers assemble into distinct fibrillar structures in vitro. 
 We were able to isolate monomeric Aß via size-exclusion chromatography for all the 
different Aß peptides. These monomeric peptides, except that of the most toxic species 
(G37C), assembled into classical amyloid fibrils with high parallel ß-sheet contents. The 
G37C mutant also formed fibrillar structures that were able to bind the thioflavin, but the 
ATR-FTIR spectrum indicated the presence of different structural states, leading to a broad 
amide I band. Interestingly, G37C fibrils could not seed L34T assembly, whereas the opposite 
scenario (fibrils of L34T in the presence of monomeric G37C) seeded assembly efficiently. 
We hypothesized that L34T can form aggregates that can also incorporate G37C (represented 
by a blue triangle in Figure 4, panel A). In this model, the G37C mutant spontaneously 
assembles with a low efficiency into this structure and mainly forms a different type of 
aggregate (red arrow) that cannot be formed with the L34T mutant. Interestingly, WT Aß and 
E22G were efficiently cross-seeded with G37C and L34T fibrils (data not shown), indicating 




 Strikingly, monomeric G37C (isolated for its high toxicity in yeast cells) was less 
toxic than the other peptides when added to cultured cells. In the same assay, the harmless 
L34T mutant appeared to be much more toxic at 24 h than the WT-Aß42. Interestingly, this 
toxicity increased during fibril formation and the acquisition of the ß-sheet signature. These 
results contradict the in vivo analyses in yeast and may reflect a shortcoming of the cell assay, 
the yeast system used or both. Adding Aß to cell culture presents some bias [45] and does not 
reflect the complexity of the mechanisms in brain tissue. It might also be different from the 
toxicity of Aß formed within the cell. Obviously, yeast cells are not identical to neurons, but 
they can faithfully reproduce some of the events associated with intracellular toxicity, such as 
the interaction of Aß with molecular chaperones. Regardless, there is no obvious link between 
the auto-assembly of the different monomeric species and cellular toxicity (monitored in vitro 
in cell culture by adding the peptides, or indicated by yeast viability during their intracellular 
production). This result suggests that most of the Aβ toxicity relies on a different property.  
 
Urea-resistant oligomers are a hallmark of toxic mutants 
 During our study, we discovered that Aβ42 was able to form oligomeric species during 
the slow removal of urea by dialysis. The slow and gradual removal of the urea often allowed 
the protein to refold, mimicking the function of molecular chaperones that can assist Aβ 
folding in vivo. All but the two harmless mutants were able to form oligomers. These 
oligomers could further assemble into a β-sheet with anti-parallel organization. In a previous 
study, we also found that toxic mutants of the amyloid domain of Het-s display a 
characteristic anti-parallel structure in FTIR [19,32]. In the last 5 years, compelling evidences 
have shown that antiparallel amyloid structures were found in oligomers and to a lesser 
extend in certain fibrils. Remarkably, anti-paralleled organization was already evidenced for 
the IOWA (D23N) variant of Aß40, isolated as familial Alzheimer disease mutation [46]. The 
key point is that lot of these antiparallel structures were also correlated to toxicity [47]. The 
anti-parallel organization should favor fibril fragmentation, which in turn should result in the 
formation of smaller aggregates that would be more deleterious to cell viability, similar to the 
fibril fragments formed by mechanical treatment [48].  
 Aβ42 oligomers are able to form anti-parallel ß-sheet structures [49,50], and these 
oligomers are assumed to be intermediates in the pathway toward parallel β-sheet fibril 
formation. However, no structural data can explain the formation of these species at the 




variable-chain immunoglobulin loop shows a tetrameric arrangement based on anti-parallel β-
sheets[51]. Interestingly, the two amino acids that are essential for Aβ toxicity (L34 and I31) 
are also critical for this Aβ packing. In particular, the four Leu34 side chains form a 
hydrophobic clamp, and a mutation of Leu34 would disrupt the central hydrophobic core of 
the tetramer and break the β-sheets formed between adjacent dimers [51]. In this model, the 
two Ile31 side chains form a hydrophobic pocket that is essential for the formation of each 
dimer, and a mutation in Ile31 would thus lead to the inability to fold in this way. The 
essential roles of these two amino acids (Leu34 and Ile 31) in the anti-parallel packing of Aβ 
are similar to their essential roles in forming toxic Aβ. This correlation suggests that this 
folding may be somehow related to the formation of toxic species in a pathway that is clearly 
different from the auto-assembly pathway leading to parallel U-shape β-sheet fibrils. This 
pathway evokes the structural organization of cylindrin, a toxic oligomer that can also pack 
into an out-of-register fibril that is toxic to mammalian cells [52]. 
 These two pathways, if they exist in living cells, may contribute differently to Aβ 
toxicity (Fig. 4, panel B). Interestingly, the cytotoxicity of the urea-resistant G37C oligomer 
against culture cell was higher than monomeric unincubated G37C or WT. Thus it is plausible 
that such toxic oligomers, if produced in yeast, may partially explain the different toxic 
property of G37C mutant. The incapacity for L34T mutant to form such entities would also 
explain its lack of cellular toxicity. 
 In summary, our structure-toxicity study of Aβ has identified new biological and 
structural aspects of Aß folding. First, we demonstrated that toxic and non-toxic Aβ42 
monomers assemble into different types of fibrils. These fibrils are comparable to classical 
amyloid fibrils in terms of their fibrillar morphology, ThT binding ability, and β-strand 
contents but differ in their capacity to seed the auto-assembly of the different Aβ42 monomers. 
 Second, we identified a new type of oligomer that is formed during urea removal by 
dialysis. The presence of this oligomer is related to the toxic properties of Aβ mutant 
peptides. The aminoacids crucial for the formation of these oligomers are also crucial for the 
formation of anti-parallel structures previously identified by other in a independent structural 
sudy. 
 Third, we have shown that these oligomers have the capacity to form fibrils that are 
rich in anti-parallel ß-sheets and are different from the fibrils made in vitro from monomeric 
Aβ. Our findings emphasize the role of a new, unidentified factor in amyloid toxicity and the 
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Table I : List of primers. 
 
Figure 1: Cellular characterization of Aβ42 mutants selected for their toxicity 
A: Peptide sequences of Aβ alleles.  
Amino acid substitutions in mutated alleles are shown at the top. The number of asterisks (*) 
is proportional to their toxicity in yeast. Non-toxic mutations are boxed in red. 
B: Comparison of the toxicities of Aβ alleles in yeast.  
BY4742 cells carrying various plasmids were serially diluted and spotted on galactose 
(inducing) and dextrose (non-inducing) media. Cell growth was observed after 48h. 
C: Expression of mutated Aβ.  
BY4742 WT cells expressing the highly toxic Aβ alleles after 6 hours of induction were 
collected to extract total protein. Equal quantities of protein were separated by SDS-PAGE 
(12%), transferred to nitrocellulose membranes, and probed with an anti-Aβ antibody (Santa-
Cruz Biotechnology). The bands correspond to the precursor (P), glycosylated (G) and mature 
(M) forms. 
D: Aggregation patterns of GFP-tagged Aβ alleles in WT yeast.  
WT cells were grown for 6 h in galactose medium to induce the expression of chimeric 
proteins and were examined by epifluorescence microscopy. 
E: Ile31 and Leu34 are essential for Aβ toxicity.  
Site-directed mutagenesis of Ile31 and Leu34 was performed with degenerate primers. The 
resulting harmless mutants were sequenced. The nucleotide substitutions and the 
corresponding changes in amino acids are shown. 
F: Harmless mutations do not prevent toxicity in trans.  
BY4742 WT cells co-transformed by the indicated plasmids were serially diluted and spotted 
on inducing and non-inducing media. Growth was observed after 72 h. 
G: Harmless mutations prevent toxicity in cis. 
BY4742 WT cells transformed by the Aβ double mutant were serially diluted and spotted on 
inducing and non-inducing media. Growth was observed after 48 h. 




BY4742 deleted for a gene involved in Aß-GFP toxicity and carrying different alleles of Aß 
without GFP were serially diluted and spotted on galactose (inducing) and dextrose (non-
inducing) media. Cell growth was observed after 48 h. 
 
Figure 2: Auto-assembly of purified monomers 
A: Fibrillation of Aβ peptides monitored by ThT. 
Monomeric AβWT (orange), AβE22G (blue), AβG37C (red), or non-toxic AβL34T (green) peptides 
(20 µM) were incubated at 30 °C with 20 µM ThT in PBS. Background signal (dashed black), 
20 µM ThT in PBS. 
B: Cross-seeding of monomeric AβG37C and AβL34T. 
Left, 30 µM monomeric AβG37C alone (orange) or seeded with 2 % sonicated AβG37C (purple) 
or AβL34T (blue) fibers was incubated at 30 °C in 20 µM ThT. Right, 30 µM monomeric 
AβL34T with (light green) or without 2 % sonicated AβG37C fibers (dark green) was incubated 
under the same conditions.  
C: Structural changes in AβE22G monitored by CD spectroscopy. 
Far-UV spectra of AβE22G (20 µM) recorded at different times at 30 °C. 
D: ATR-FTIR spectra of Aβ42. 
Spectra of Aβwt (orange), AβE22G (blue), AβL34T (green) and AβG37C (red) (20 µM) were 
recorded after 15 days at 30 °C (all normalized to 1). 
E: Morphology of Aβ fibers. 
During auto-assembly followed by ThT exposure, an aliquot of each peptide from the 
assembly plateau stage was negatively stained with 2 % uranyl acetate, loaded onto a coated 
grill, and analyzed by TEM. Scale bars: 200 nm. 
F: Toxicity of Aβ variants in PC12 cells. 
At various times (0, 6 and 24 h) during fibrillation in PBS at 30 °C, 0.5 µM of each mutant 
Aβ was added to the medium. After 16 hours, cell viability was measured with MTT assays. 
The cell viability of cell treated with PBS was set as 100 %. The values represent the 
mean+S.D. of three experiments, plotted as solid bars (white, light gray, and dark gray for 0, 
6, and 24 hours, respectively).  ***p<0.001 compared with WT-Aß42 
 
Figure 3: Isolation and characterization of G37C oligomers 




After dialysis, different species were eluted from a Superdex-75 column in PBS at 4 °C. 
Toxic AβG37C (red) and harmless AβL34T (green) were found in one or two peaks detected at 
215 nm. The presence of DTT (5 mM) to the purified oligomeric fraction do not change its 
elution profile from a Superdex-75 column equilibrated in PBS + DTT (blue),  
B: Elution profile of Standards on the Superdex-75 column in PBS at 4 °C. 
C: Oligomeric urea-resistant AβG37C (oAβG37CUR) is not stabilized by S-S bonds. 
Equal quantities of oAβG37CUR (0.5 moles) were analyzed by Tricine-SDS-PAGE (15 %) 
under reducing (50 mM DTT or 50 mM TCEP or 2.5 % ß mercaptotethanol) or non-reducing 
(-) conditions. The same analysis was done for AβG37C with DTT and ß mercaptoethanol as 
reducing agent. 
D: Fibrillation of oAβG37CUR monitored by ThT fluorescence. 
80 µM oAβG37CUR was incubated with 20 µM ThT at 30 °C. 
E: Morphology of oAβG37CUR fibers in TEM. 
After 7 days of fibrillation at 30 °C, oAβG37CUR was stained with 2 % uranyl acetate and 
observed by TEM. Scale bar: 200 nm. 
F: oAβG37CUR exhibits rich beta-parallel sheet structure in ATR-FTIR. 
ATR-FTIR spectrum of oAβG37CUR at t0 (black) and after 15 days at 30 °C (red). 
G: Conformational changes in oAβG37CUR during fibrillation in bis-ANS. 
50 µM oAβG37CUR was loaded onto a Superdex-75 column in PBS. Left, the absorbance at 
215 nm (red) and fluorescence in the presence of 1 µM bis-ANS (black) of oAβG37CUR 
loaded at t0. At different times during incubation at 30 °C in PBS + 5mM DTT, aliquots were 
taken for bis-ANS fluorescence analysis (right). 
H: Toxicity of oAβG37CUR in PC12 cells. 
The cytotoxicity of oligomeric oAβG37CUR in PC12 cells was determined with MTT assay. At 
time 0 (white) and after 24 hours of incubation in PBS (+ 5 mM DTT for oAβG37CUR) 
(black), 0.5 µM of  AβG37C  or oAβG37CUR was added to PC12 cells. After 16 hours, cell 
viability was measured with MTT assays. The cell viability of cell treated with PBS was set 
as 100%. The values shown indicate the mean+S.D. of three experiments. ***p<0.001 
 
Figure 4: A working and hypothetical model of a dual fibrillar pathway 
A: Purified monomers of non-toxic L34T form the only type of aggregate (represented as blue 




preferentially forms a different fibrillar structure (red arrow) that can seed the aggregation of 
WT and the E22G mutant, but not L34T.  
This structure is stabilized by the G37C and E22G mutations and requires a particular folding 
environment, such as the slow removal of urea. The capacity to form these oligomers, which 
is the hallmark of toxic Aβ mutants, leads to the further assembly into anti-parallel β-sheet 
fibrils (B), which is a novel pathway.  
 
Supplementary Figure 1: Toxic Aß mutants in yeast 




























































II.C. Résultats complémentaires de l’article 2 
Nous avons pu créer grâce au modèle de toxicité d’Aß des variants hypertoxiques 
d’Aß. Une limite à ce travail se trouve dans l’utilisation de la GFP. En effet, la GFP est 
presque six fois plus grosse qu’Aß. Dans notre modèle, l’expression d’αAß sans GFP induit 
une très faible toxicité, contrairement à αAßGFP qui induit une toxicité franche. Il en est de 
même pour Aßarc et AßG37C. Il a été établi que la présence de la GFP stabilise Aß, que l’on 
retrouve alors en plus grande quantité.  
D’autre part, on peut soupçonner que la présence de la GFP modifie le repliement 
d’Aß. Les analyses in vitro effectuées sur le peptide seul pourraient, par conséquent, ne pas 
être représentatives de la situation in vivo. Nous avons donc réalisé la même recherche de 
mutants d’Aß toxiques par mutagenèse aléatoire sur αAß sans GFP.  
La mutagenèse a été effectuée par PCR mutagénisante, dans les conditions décrites 
précédemment, en utilisant les amorces 902 et 546 (Tableau 5) sur le plasmide pYeαAß 2U. 
Les fragments amplifiés ont été intégrés par recombinaison homologue dans le plasmide 
pYeα-PvuII-GFP 2U linéarisé par digestion PvuII. Sur 384 clones analysés, une dizaine ont 
été sélectionnées pour leur toxicité accrue. Après séquençage, 3 mutants ont été validés. Leur 
toxicité reste transitoire. Il s’agit des mutants AßD23G, AßH13Q, D23E, S26L et AßD7T,S8L,L17M. La 
mutation D23G a été intégrée à la phase codante optimisée pour l’expression dans E.coli 
d’Aß. La purification de ce mutant a été entreprise. Le protocole appliqué pour la purification 
des autres mutants n’a cependant pas permis de purifier AßD23G. En effet, le peptide n’est pas 
solubilisé par l’urée 8 M et ne passe donc pas la membrane de 30 kD (voir Article 2 : 
Materials and Methods, Aß expression and purification). Claude Bobo, qui a mis en place les 
procédures de purification au laboratoire, a tenté d’adapter le protocole de purification, en 





Cette purification sera néanmoins mise au point afin de tester la capacité de ce mutant 
toxique à former in vitro des espèces oligomériques possédant une signature de feuillets 
antiparallèles. 
 
III. Recherche de modulateurs cellulaires de la toxicité d’Aß. 
III.A. Les cribles génétiques 
La toxicité d’Aß dans la levure, tout comme celle des allèles responsables de formes 
familiales de la MA, n’est pas suffisante pour permettre des cribles génétiques simples. La 
création d’allèles très toxique d’Aß a permis d’accéder à ces outils.  
Un premier crible génétique a été commencé par Elodie Cougouilles (stage de BTS), 
puis poursuivi par Geoffray Monteuuis (stage de Master 2) et Claude Bobo (Technicienne de 
notre laboratoire). La banque de délétion EUROSCARF a été transformée en pool par le 
vecteur d’expression d’αAßG37ClGFP. Les transformants ont ensuite été directement étalés sur 
milieu inducteur galactose. Les colonies pouvant croître dans ces conditions ont été repiquées. 
Afin de s’assurer que la levée de la toxicité n’était pas due à un défaut d’expression et 
d’induction par le galactose dans ces souches, après une chasse du plasmide, les candidats ont 
été retransformés par le plasmide d’expression de la GFP. L’expression de la GFP a été 
validée par visualisation de la fluorescence de la GFP grâce au transilluminateur LED. Les 
candidats ont été séquencés. 114 délétions restaurent la croissance des levures exprimant 
αAßG37ClGFP dans ce crible (Tableau en annexe). 
Un second crible a été permis par notre collaboration avec l’équipe de Claudio Di 
Virgilio, et plus particulièrement Nicolas Talarek. En effet, j’ai pu, au cours de mon séjour 
dans ce laboratoire, bénéficier de leur robot Singer RoToR HDA et de leur banque de délétion 




gènes non essentiels de levure. Ceci est permis, non plus par la transformation individuelle de 
chaque souche, mais par croisement, sporulation puis sélection des spores d’intérêt (Tong and 
Boone, 2006; Tong et al., 2007). En Figure 30, sont présentées les principales étapes du crible 
ordonné.  
 
Figure 30 : Principales étapes du crible ordonné.  
Après transformation de la souche MATα par le plasmide d’intérêt, celle-ci est croisée à 
l’ensemble de la banque de délétion ordonnée de signe sexuel opposé. Après sélection des 
diploïdes et sporulation, les haploïdes présentant la délétion, les résistances aux antibiotiques 
et le plasmide sont sélectionnés sur le milieu approprié. Enfin, une réplique sur SD et SG 
permet, en comparant la croissance des souches, de sélectionner les candidats (d’après (Tong 





Le crible a pu être réalisé sur les souches transformées par les vecteurs d’expression 
d’αGFP, αAßwtlGFP et αAßG37ClFP, afin de permettre d’identifier des suppresseurs mais 
aussi des aggravateurs de la toxicité d’Aß. J’ai réalisé l’analyse des boîtes par l’utilisation 
d’ImageJ et ScreenMill, qui permettent la comparaison des croissances relatives dans deux 
conditions. Aux candidats issus de la comparaison des boîtes SG αGFP et αAßwtlGFP ou 
αAßG37ClGFP sont retirés les candidats issus de la comparaison des boîtes glucose entre elles. 
88 candidats sont ainsi obtenus (Tableau en annexe).  
L’ensemble des souches a été retransformée par pYeαAßarclGFP et pYeαAßG37ClGFP 
par Elodie Cougouille lors de son stage de licence professionnelle. Les tests en gouttes ont 
permis d’identifier 30 suppresseurs forts et 4 aggravateurs forts de la toxicité. Ils sont 
présentés Tableau 3.  
 
 
III.B.  Les voies impliquées dans la toxicité d’Aß  
Seule la souche YML082W∆ est commune aux deux cribles (analyse en vrac et 
ordonnée). Elle est délétée d’un gène codant pour une protéine putative, qui possèderait une 
activité carbone-sulfure lyase. Son expression est sous le contrôle des stérols, via Upc2p. Ce 
gène YML082W est adjacent à un gène essentiel, TUB1, codant pour l’alpha-tubuline. Il est 
notoire que la délétion d’un gène par une cassette de résistance, comme dans cette souche, 
peut influencer l’expression des gènes avoisinants. Ainsi dans le cas d’YML082W, l’effet sur 
la croissance peut être indirectement lié à une variation d’expression de la tubuline. Il est donc 
difficile d’émettre une hypothèse impliquant ce gène à partir des données dont nous 
disposons. La seule approche permettant d’impliquer ce gène ou de l’éliminer serait de 









ne change pas le phénotype, c’est que l’effet physiologique est due à une modification du 
gène adjacent (TUB1 dans ce cas). 
 
Après analyse bioinformatique de l’ensemble des suppresseurs forts, aucun 
enrichissement de termes de Gene Ontology n’a pu être établi. En revanche, les quatre 
aggravateurs forts sont liés à la fonction d’endocytose (p=0.00089947) avec une classification 
dans les complexes protéiques d’ « Actine-associated-proteins » (p=8.22e-05).  
 
L’étude des souches aux effets les plus forts a attiré notre attention sur la souche 
erv29∆. Erv29 est impliquée dans le transport de protéine entre le RE et le Golgi via les 
vésicules COP-II. Sa délétion induit une restauration majeure de la croissance des levures 
exprimant αAßarclGFP et une absence de forme mature de la construction en western-blot.  
Contrairement à ce que l’on aurait pu envisager, il semble donc que la rétention de la protéine 
dans le RE ne soit pas délétère. Il aurait en effet été concevable que la surcharge du RE 
entraîne l’UPR (Unfolded Protein Response) et un stress du RE, aggravant le défaut de 
croissance.  
L’absence d’effet délétère pour la cellule de l’accumulation d’Aß dans le RE a été 
testée grâce à l’ajout de la séquence HDEL. Cette séquence est reconnue par le produit du 
gène ERD2 qui permet son retour du Golgi vers le RE afin de l’y séquestrer. Maëlle 
Duperray, au cours de son stage de Master 1, a construit les plasmides d’expression d’αAßwt, 
Arc et G37C lGFP fusionnés à la séquence HDEL en C-ter. Les tests en gouttes montrent une 
levée partielle de la toxicité de chacune de ces constructions, comparée aux constructions sans 
séquence de rétention (Figure 31). La restauration de la croissance des levures n’est pas due à 




blot (non montré). La bande mature, correspondant au clivage de la pro-séquence α par Kex2 
au niveau du trans-golgi, est absente, confirmant la rétention dans le RE. 
 
Figure 31 : Toxicité des constructions avec et sans séquence HDEL de rétention au RE. 
Les levures transformées par le vecteur d’expression indiqué présentent en test en gouttes une 
croissance similaire en milieu glucose non inducteur. En milieu inducteur galactose, les 
levures exprimant les constructions contenant la séquence HDEL présentent une croissance 
améliorée par rapport à celles exprimant les constructions sans cette séquence. 
 
Il semble donc que la toxicité d’Aß dans la levure ne soit pas due à une saturation du 
RE. Au contraire, la rétention dans le RE des constructions diminue leur toxicité, laissant 
donc supposer que la toxicité implique la présence d’Aß dans un compartiment ultérieur lors 
de la sécrétion (Golgi, vésicules de sécrétion, espace périplasmique, endosomes et/ou 
vacuole).  
 
Un autre groupe de gène retrouvé concerne le complexe ESCRT-III (pour Endosomal 
Sorting Complex Required for Transport). Les complexes ESCRT sont impliqués dans la 
dégradation des protéines membranaires par le système lysosomal ou par la vacuole dans la 
levure. ESCRT-III en particulier est responsable de la déformation et de l’abscission 
membranaire à l’origine des vésicules intraluminales et est importante pour la formation des 





Figure 32 : Mécanisme de formation des vésicules intraluminales par la machinerie 
ESCRT. 
ESCRT-0 permet la reconnaissance de cargo ubiquitinés et le recrutement d’ESCRT-I. 
ESCRT-II est à son tour recruté par ESCRT-I. ESCRT-III, recruté par ESCRT-II, intervient 
dans l’étranglement du cou de la vésicule intraluminale et est dissocié par le complexe Vps4. 
 
Le complexe ESCRT-III est composé de 4 sous unités : Vps20, Snf7, Vps24 et Did4 
(Figure 33). Dans le crible ordonné, sont retrouvées les souches vps24∆ et snf7∆, aggravant le 
défaut de croissance. Dans le crible en pool, la souche did2∆ est retrouvée. Did2 est 
responsable de la dissociation du complexe ESCRT-III. Sa délétion améliore la croissance des 
levures exprimant αAßlGFP.  
 
Figure 33 : Organisation schématique du complexe ESCRT-III.  
Les sous-unités Snf7 s’assemblent pour former une spirale sur la membrane permettant 
l’étranglement du cou de la vésicule. 
 
Ces données forment un ensemble cohérent. En effet, une absence de gènes dont 
l’expression forme le cœur du complexe transitoire ESCRT-III aggrave la toxicité. Une 
absence d’un gène permettant sa dissociation (et donc aboutissant à sa stabilisation) conduit à 
l’effet inverse. Dans ces trois souches, l’étude de la maturation des constructions par western-




la bande correspondant à la forme mature AßlGFP sont présentes (Figure 34). La révélation 
par un anticorps monoclonal dirigé contre Aß montre que ces bandes correspondent à des 
formes dégradées qui ne possèdent pas l’épitope détecté par l’anticorps anti-Aß. 
 
Figure 34 : Maturation d’αAßarclGFP dans les souches did2∆, snf7∆ et vps24∆. 
Western-blot des souches indiquées exprimant aAßarclGFP. Les flèches indiquent les tailles 
des formes glycosylée (G), précurseur (P) et mature (M) de la protéine chimérique dans des 




 Les deux mutants ESCRT-III snf7∆ et vps24∆ ont un profil similaire, avec une bande 
correspondant à une forme dégradée de la même taille. Cette taille est compatible avec celle 
de la GFP seule (environ 27 kD). La souche did2∆ quant à elle présente une bande majeure 
correspondant à la forme mature AßlGFP normale, additionnée d’une autre bande intense plus 
légère que celles obtenues dans les deux autres souches. L’augmentation de l’intensité de la 
bande mature dans cette souche did2∆ peut indiquer que la maturation d’αAßlGFP est plus 
efficace, ou bien que la dégradation de cette forme mature est diminuée. La bande plus basse 
correspond à une forme dégradée en N-ter, dans laquelle la partie Aß semble absente (car non 















DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 
Ce travail a permis l’élaboration d’un modèle de toxicité d’Aß dans la levure. Nous 
avons pu montrer qu’Aß doit être envoyé dans la voie de sécrétion pour induire une toxicité. 
Comme dans le modèle de toxicité d’Aß de Treusch et de ses collaborateurs, les homologues 
de PICALM, décrit comme facteur de prédisposition à la MA chez l’Homme, influencent la 
toxicité d’Aß, mais de manière opposée. Ces différences peuvent être expliquées par les 
différences des modèles. En effet, dans le modèle de Treusch et al., Aß est adressé à la voie de 
sécrétion par sa fusion à la séquence signale de Kar2. Cette pré-séquence est clivée dans le 
RE. Dans notre modèle, la pré-séquence alpha permet l’adressage à la voie de sécrétion et est 
clivée au niveau du trans-golgi. Ceci peut affecter l’agrégation d’Aß, tout comme la présence 
de la GFP. Les niveaux d’expression d’Aß varient également d’un modèle à l’autre, ce qui 
peut influencer les effets de modulateur. Dans le modèle de Treusch et al., l’expression 
d’Aß est responsable d’une perturbation de l’endocytose et du trafic de récepteur 
membranaire. La surexpression de YAP1802 rétablit partiellement ce trafic en rétablissant 
l’endocytose et ainsi la croissance des cellules. Dans notre modèle, la délétion de l’un ou des 
deux homologues de PICALM, YAP1801 et YAP1802, réduit la toxicité d’Aß et peut être 
restaurée par la surexpression de l’homologue murin de PICALM. Les délétions d’autres 
acteurs de l’endocytose dépendante de la clathrine et du trafic vésiculaire lèvent aussi 
partiellement la toxicité d’Aß. Ceci laisse supposer qu’une partie de la toxicité d’Aß dans 
notre modèle s’exercerait dans les compartiments de la voie endocytique (endosome, MVB, 
vacuole).  
Compte tenu de ces différences, ces deux modèles ne sont donc pas nécessairement en 




dans ces deux modèles peuvent par ailleurs être mises en relation avec l’accumulation 
d’Aß au cours du temps dans les cerveaux des patients, et différents mécanismes de toxicité 
liés aux quantités d’Aß peuvent être envisagés.  
 
Notre modèle a également pu mettre en évidence qu’une partie de la toxicité d’Aß est 
liée à des agrégats cytoplasmiques dont la taille peut être modulée par la chaperone 
cytoplasmique Hsp104. Hsp104 module aussi la toxicité d’Aß. Une partie d’Aß est donc  
cytoplasmique, bien qu’adressée à la voie de sécrétion. Ceci nous interroge sur l’origine de la 
sortie de ces compartiments.  
L’expression d’Aß affecte la respiration des levures dans des conditions respiratoires. 
Nous avons vu que cette diminution de la respiration n’est pas due à une diminution du 
contenu mitochondrial des levures, mais plutôt à une inhibition de la chaîne respiratoire. Afin 
de consolider ces résultats, il serait intéressant de se pencher sur les effets d’Aß sur les 
différents complexes de la chaîne respiratoire. Ces études seraient facilitées par la possibilité 
de purifier les mitochondries, et de les exposer aux peptides.  
Notre modèle permet également de mimer les effets des différents allèles d’Aß. En 
effet, les mutants Arctic, English, Tottori, Dutch, Iowa et Flemish induisent tous une toxicité. 
Elle est variable en fonction des allèles, et peut être le reflet de leurs différentes capacités 
d’assemblage. Ceci permet également de valider la démarche consistant à rechercher des 
variants « artificiels » très toxiques d’Aß pour permettre ensuite de rechercher une signature 
propre à ces variants. Pourquoi créer ces variants plutôt que de rechercher cette signature dans 
les allèles d’Aß existant ? Nous pouvons envisager que les allèles les plus délétères, à la 
signature la plus claire, n’existent pas chez l’Homme car sont précocement létaux et donc non 





Ce modèle a donc permis de réaliser une étude structure-toxicité du peptide Aß. 39 
variants très toxiques d’Aß ont été sélectionnés sans a priori après une mutagenèse aléatoire. 
L’analyse des mutations montre que la plupart des résidus sont touchés, avec en moyenne 2,5 
mutations par variants. Le classement des mutations en fonction de la toxicité montre que les 
variants les plus toxiques présentent majoritairement des mutations dans la partie C-ter du 
peptide, plus particulièrement des résidus 18 à 42 impliqués dans le repliement en feuillets ß. 
Quatre résidus ne sont pas mutés dans ce crible, dont deux ont pu être décrits comme essentiel 
à la toxicité du peptide dans la levure : l’isoleucine 31 et la leucine 34. D’autres résidus 
présentent exclusivement des mutations silencieuses, et pourraient aussi constituer des résidus 
essentiels pour la toxicité. Il s’agit de l’isoleucine 32 et la Valine 36. Il serait intéressant d’en 
tester les mutations faux-sens afin d’établir l’absence de mutation est due au aléas de la 
mutagenèse ou si, comme les résidus I31 et L34, ils sont indispensables à la toxicité d’Aß in 
vivo. 
L’étude des propriétés d’assemblage des monomères purifiés de différents variants 
toxiques et non toxiques n’a pas permis de mettre en évidence une signature de la toxicité. En 
effet, les peptides forment tous des fibres riches en feuillets ß parallèles. Si des intermédiaires 
d’assemblage en cours de fibrillation sont spécifiques des variants toxiques ou non toxiques, 
nous n’avons pas pu les mettre en évidence. Ils semblent que, s’ils existent, ces intermédiaires 
soient en trop faible quantité pour pouvoir les isoler. 
Néanmoins, nous avons pu montrer que seuls les peptides toxiques sont capables de 
former au cours de la purification, plus particulièrement au cours de la diminution progressive 
de la concentration d’urée, des espèces oligomériques stables. Ces oligomères sont capables 
de s’assembler en fibres riches en feuillets ß anti-parallèles, qui ne peuvent servir de noyaux 
d’assemblage aux variants non toxiques d’Aß. Ces oligomères présentent également une 




déjà été décrite. Une étude structure-toxicité de HET-s réalisée dans le laboratoire Analyse 
Fonctionnelle des Amyloïdes a permis de corréler la toxicité de variants toxiques de HET-s à 
leur richesse en feuillets ß anti-parallèles. Ces variants toxiques perturbent fortement les 
modèles membranaires (Berthelot et al., 2011). Les peptides Aß présentent une forte affinité 
pour les lipides, et la formation de pores membranaires par Aß est une hypothèse avancée 
pour expliquer la toxicité du peptide. Il serait intéressant de rechercher les effets des 
différentes espèces toxiques et non toxiques d’Aß sur des systèmes membranaires, pouvant 
expliquer la toxicité des peptides in vivo. 
Des oligomères antiparallèles formés par le fragment 17-42 d’Aß contenu dans la 
boucle de la chaîne légère d’une immunoglobuline de requin ont été cristallisés. V. Streltsov 
et ses collaborateurs ont ainsi décrit un tétramère stabilisé par un cœur hydrophobe dans 
lequel le résidu L34 est capital (Streltsov et al., 2011) (Figure 35). Par ailleurs, dans ce 
modèle, le résidu I31 est important pour la stabilité du dimère.  
 
Figure 35 : Modèle des tétramères du fragment Aß18-41 de Streltsov et ses collaborateurs. 
Sont indiqués les résidus L34, I31 qui forment des poches hydrophobes stabilisant les 





Il est intéressant de noter que ces mêmes résidus sont importants pour la toxicité des 
peptides dans la levure. Cette analogie ouvre une piste quant aux objets que pourraient former 
les oligomères toxiques que nous avons mis en évidence. V. Streltsov et ses collaborateurs ont 
également construit un modèle d’assemblage des tétramères en fibres, reposant sur des 
interactions hydrophobes. Il serait intéressant d’établir si les fibres larges formées par les 
oligomères toxiques et antiparallèles que nous avons décrites sont agencées en cross-bêta, ou 
si elles sont formées par d’autres interactions. Ces analyses pourraient être menées par 
diffusion des rayons X aux petits angles (SAXS/WAXS). 
Enfin, la principale limite de cette étude structure-toxicité du peptide réside dans le fait 
que la toxicité soit mesurée par l’expression du peptide fusionné à la GFP, approximativement 
6 fois plus grosse que le peptide Aß. On ne peut négliger l’effet que peut avoir la GFP sur le 
repliement du fragment Aß in vivo. C’est pourquoi une recherche de variants très toxique 
d’Aß seul a été entreprise. Un variant D23G toxique sans GFP dans la levure a ainsi été 
sélectionné par mutagenèse aléatoire. Les tentatives de purification montrent que le peptide 
D23G forme des agrégats dans la bactérie, et que ces agrégats ne sont pas dissous dans les 
conditions utilisées pour les autres variants. De nouvelles approches sont envisagées pour 
faciliter la purification de ces peptides, comme la traduction in vitro (Rapid Translation 
System), et pour pouvoir analyser les objets qu’ils forment.  
 La recherche des espèces toxiques in vivo pourrait aussi être entreprise. Les essais de 
caractérisation d’espèces formées dans la levure par des techniques d’électrophorèse dans des 
conditions natives n’ont pas abouti pour des raisons techniques. Jusqu’à présent, in vivo, la 
présence d’espèces différentes selon les variants d’Aß exprimés n’a pas été démontrée. La 
recherche de noyau d’assemblage dans des extraits de levure pourrait être envisagée. Pour 




l’assemblage de ce dernier (l’utilisation d’extraits bruts n’ayant pas permis cette approche car 
générant un bruit de fond trop important). 
  
Nous avons donc dans ce travail mis en évidence des facteurs en cis important pour la 
toxicité d’Aß, nous nous sommes également penchés sur les facteurs en trans modulant sa 
toxicité in vivo. 
La création du mutant très toxiques G37C a permis la réalisation de deux cribles 
génétiques, le premier par transformation directe d’un pool des souches de la banque de 
délétion Euroscarf, le second par croisement et sporulation. Parmi les 201 souches, issues des 
deux cribles, qui modulent la toxicité d’Aß in vivo, une seule souche est commune aux deux 
cribles : la souche YML082W, délétée d’un gène codant pour une protéine putative, qui 
possèderait une activité carbone-sulfure lyase. Il est cependant important de noter que ce gène 
est juxtaposé à un gène essentiel, TUB1, codant pour l’alpha tubuline (Figure 36). Il a déjà été 
montré que la délétion d’un gène par une cassette telle que celle utilisée dans les souches 
Euroscarf peut influencer l’expression des gènes adjacents. On retrouve ainsi dans ces cribles 
des souches délétées de gènes adjacents à des gènes essentiels dont des variations de 
l’expression pourraient être à l’origine de la modulation de la toxicité. On retrouve plusieurs 
exemples dans ces cribles, ainsi que des délétions de gènes qui chevauchent d’autres gènes 
pouvant eux-mêmes intervenir dans la toxicité d’Aß. Ceci est admirablement illustré par la 
souche YGL072C, qui est délétée d’une ORF douteuse, chevauchant le gène essentiel HSF1 
codant pour un facteur de transcription activé en réponse à divers stress (Figure 36). Un autre 
exemple est celui des souches YIR004W délétée d’un gène proche de YIR006C codant pour 
une protéine essentielle, Pan1, qui est impliquée dans le remodelage du cytosquelette d’actine 
cortical. Afin d’éliminer ces biais, la complémentation par la réintroduction de l’ORF délétée 





Figure 36 : Position chromosomique des loci indiqués. 
Les gènes délétés (en vert) retrouvés dans les cribles sont parfois adjacents à d’autres gènes 
essentiels (en rouge), pouvant modifier leur expression. 
 
Il est remarquable qu’exceptée la souche YML082W, aucune ne soit commune aux 
deux cribles. Ceci peut être expliqué par les méthodes employées. En premier lieu, les 
souches sensibles à la transformation ne peuvent pas êtres retrouvées dans le crible en pool, et 
inversement, les souches présentant des difficultés de croisement ou de sporulation peuvent 
échapper au crible ordonné. D’autre part, dans le crible en pool, les transformants sont 
immédiatement placés sur milieu inducteur tandis que dans le crible ordonné, les cellules sont 
répliquées à plusieurs reprises avant l’induction de l’expression des constructions. Une fuite 
du promoteur galactose peut donc être à l’origine d’un biais non négligeable dans ce crible. 
Enfin dans le crible en pool, la sélection porte sur la capacité d’une seule cellule à former une 
colonie, tandis que le crible ordonné concerne un mélange de cellules et une variation de taille 
de la colonie formée par ce mélange. Tout ceci peut expliquer ce manque apparent de 
recoupement des deux cribles. 
 
Nous avons cependant vu que des souches délétées de gènes dont les produits 




C’est le cas des souches vps24∆, snf7∆ et did2∆. On retrouve donc deux membres du 
complexe ESCRT-III composé de 4 sous-unités, et un régulateur de ce complexe. Par ailleurs, 
chez l’Homme, des mutations d’ESCRT-III sont impliquées dans certains cas de démences 
fronto-latérales (Lee et al., 2007). Afin de s’assurer que le complexe est bien impliqué dans la 
toxicité d’Aß, les souches délétées des autres sous-unités devraient être testées.  
Ce complexe intervient dans la machinerie ESCRT qui permet le tri et la dégradation 
de protéine membranaire. Dans la membrane endosomale, le cargo ubiquitiné est reconnu. 
Dans une seconde étape, la machinerie ESCRT déforme la membrane endosomale, permettant 
le piégeage du cargo dans une invagination, et enfin, permet l’abscission de l’invagination et 
la formation de vésicules intraluminales. La machinerie ESCRT comporte 4 complexes, 
ESCRT -0 à -III (Figure 37). La dissociation du complexe ESCRT-III est assurée par Vps4, 
dont l’activité est régulée notamment par Did2. 
Les mutants déstabilisant le complexe ESCRT-III aggravent la toxicité d’Aß, le 
mutant stabilisant le complexe sauve de la toxicité. La présence du complexe et sa 
stabilisation préserve donc de la toxicité. Il serait intéressant de tester les relations d’épistasie 
entre les sous-unités du complexe ESCRT-III et les acteurs de sa dissociation afin de 
déterminer s’il agissent bien dans la même voie pour moduler la toxicité d’Aß. Si c’est le cas, 
les mutants des autres protéines impliqués dans la dissociation du complexe ESCRT-III 
(Vps4, Ist1, Vps60…) devraient présenter un phénotype comparable à celui de did2∆ : une 






Figure 37 : La machinerie ESCRT dans le tri endosomal de protéines membranaires 
ubiquitinylées.  
Le cargo est reconnu par ESCRT-0, qui recrute ESCRT-I  qui recrute lui-même ESCRT-II 
débutant l’invagination membranaire. ESCRT-II recrute ensuite ESCRT-III, qui s’arrange en 
spirale sur la membrane permettant l’étranglement de la vésicule en fromation. Le complexe 
Vps4 intervient dans la dissociation d’ESCRT-III et permet ainsi l’abscission de la membrane 
(Raiborg and Stenmark, 2009). 
 
La toxicité d’Aß peut être liée à cette fonction de tri des protéines membranaires. Si 
cette fonction est impliquée, les mutants des autres complexes ESCRT-0 à II devraient 
présenter le même phénotype que les mutants ESCRT-III. Le fait de n’avoir retrouvé aucun 
gène de structure des protéines formant ces autres complexes ne milite pas en faveur de cette 




Il peut aussi s’agir d’un effet indirect de la machinerie ESCRT, dont l’absence est 
souvent associée à un défaut d’endocytose tardive conduisant à un blocage des protéines à la 
membrane, mais également à l’accumulation de protéines vacuolaires dans un compartiement 
pré-vacuolaire appelé « compartiment de classe E» (Raymond et al., 1992). On peut ainsi 
supposer qu’AßGFP s’accumule à la membrane, exacerbant sa toxicité. Cette hypothèse serait 
cohérente avec les phénotypes observés chez les mutants du remodelage de l’actine et de 
l’endocytose qui possèdent les mêmes phénotypes que les mutants ESCRT-III. Ceci pourrait 
être testée par la construction de double mutant de l’endocytose et de la dissociation 
d’ESCRT-III. Si l’effet de la délétion des ESCRT-III sur la toxicité d’Aß est lié à 
l’endocytose, le phénotype d’une délétion stabilisant le complexe ESCRT-III (tel did2∆) sera 
masqué par le phénotype des délétions des acteurs de l’endocytose. On aura donc une 
croissance altérée. Encore une fois, le fait de n’avoir retrouvé que des sous-unités d’ESCRT-
III milite plutôt en faveur d’une action propre de ce complexe. 
On peut également émettre l’hypothèse que l’altération de la voie de dégradation des 
protéines membranaires par la vacuole dans ces mutants peut aussi avoir des effets sur les 
autres voies de dégradation (protéasome et autophagie notamment), pouvant éventuellement 
conduire à une saturation de ces voies et à la toxicité observée dans ces souches. L’intégrité 
de ces voies de dégradation devra être testée dans ce contexte par l’utilisation des systèmes 
rapporteurs de l’activité du protéasome et de l’autophagie dont nous disposons.  
 
Dans les souches snf7∆, did2∆ et vps24∆, une forme AßlGFP sans l’épitope d’Aß 
reconnu par l’anticorps est retrouvée en western-blot. Le lien entre blocage de 
l’internalisation de protéine membranaire dans des MVB et dégradation d’une partie d’Aß est 
flou. Ceci pourrait être dû à une dégradation de la forme mature AßlGFP dans la vacuole, où 
la GFP, elle, n’est pas dégradée. Cette hypothèse peut être aisément testée par microscopie ou 




Il a été montré que la localisation de certaines hydrolases vacuolaires est altérée dans 
des mutants ESCRT-III, avec la présence d’un compartiment prévacuolaire spécifique au 
mutant de classe E dans lequel des enzymes vacuolaires s’accumulent (Odorizzi et al., 1998; 
Raymond et al., 1992). Ceci pourrait expliquer les différents profils obtenus en western-blot 
dans les mutants vsp24∆, snf7∆ et did2∆. Des analyses supplémentaires devront être réalisées 
pour éclaircir la dégradation d’Aß dans ce contexte. L’étude des profils de dégradation d’Aß-
GFP dans d’autres mutants de classe E ne touchant pas ESCRT-III peut être envisagée. L’état 
de la vacuole et son équipement en hydrolases pourraient également être étudiés dans ces 
mutants.  
Dans les cellules de mammifères, chez les drosophiles, les nématodes, les complexes 
ESCRT sont en connexion avec l’autophagie. Dans la levure, cette connexion n’a été établie 
que pour le complexe ESCRT-0. Ayant retrouvé dans les cribles trois gènes de structure 
(ATG1, ATG2 et ATG20) de protéines impliquées dans l’autophagie et la voie de dégradation 
cytoplasme-vacuole, nous pourrions envisager de nous pencher sur les relations entre ESCRT 
et autophagie dans la toxicité d’Aß. Les mutants d’autophagie atg1∆, atg2∆ et atg20∆ 
restaurent tous la croissance de la levure, ce qui semble a priori surprenant. En effet, on 
pourrait penser que la dégradation par cette voie des agrégats cytoplasmiques d’Aß 
diminuerait sa toxicité. Il semble donc que les mécanismes impliqués soient plus complexes 
que cela. La génétique nous permettra d’établir si les effets d’ESCRT et de l’autophagie sur la 
toxicité d’Aß sont en lien par l’utilisation de double mutant. Nous avons par ailleurs déjà 
envisagé plus haut de mesurer l’efficacité de l’autophagie dans les mutants ESCRT-III. Ces 
mesures apporteront également des éléments de réponse. 
  
Nous n’avons pas retrouvé dans ce crible les Yap1801 et Yap1802 homologues de 




variations de toxicité obtenues au cours du crible. Ceci explique leur absence. On retrouve 
cependant dans ces cribles plusieurs gènes dont les produits sont impliqués dans le 
remodelage du cytosquelette d’actine corticale, particulièrement lors de l’endocytose. Il s’agit 
de Sac6∆, Sla1∆, Abp1∆, Rvs167∆ et End3∆. Excepté abp1∆, toutes ces délétions aggravent 
le défaut de croissance. La diminution de l’endocytose aggrave la toxicité d’Aß. On peut 
envisager qu’Aß exerce une partie de sa toxicité à la membrane plasmique, en formant des 
pores par exemple. L’endocytose serait donc un moyen de débarrasser de la membrane ces 
altérations. La diminution de l’endocytose serait alors dramatique pour la cellule. La 
perméabilité de la membrane plasmique semble cependant difficile à tester dans la levure, du 
fait de la paroi. L’utilisation de membrane artificielle in vitro pourrait apporter des éléments 
sur la perméabilisation des membranes par Aß. In vivo, l’entrée dans les cellules de sondes 
fluorescentes pourrait être mise à l’essai pour mesurer la perméabilisation. Les techniques 
mesurant les potentiels de membranes (Patch Clamp (Stefan et al., 2013)) semblent difficiles 
à mettre en place dans notre système, mais fournirait des réponses claires quant aux flux 
d’ions de part et d’autre de la membrane plasmique, décelant ainsi les variations causées par 
Aß.  
Le lien entre cytosquelette et toxicité d’Aß peut également être indirect, modifiant par 
exemple la vitesse du trafic vésiculaire, et permettant la rétention d’Aß dans des 
compartiments où il exercerait sa toxicité.  
 
La toxicité de protéines secrétées est très souvent associée à leur accumulation dans le 
RE. De manière très surprenante, nous avons pu montrer que la rétention et l’accumulation 
dans le RE d’Aß n’induit pas de stress du RE, et lève partiellement la toxicité d’Aß. La 





Ces cribles ouvrent donc plusieurs pistes pour des travaux ultérieurs. Il apparaît 
évident que la toxicité d’Aß est complexe, même dans ce système simplifié qu’est la levure.  
Les pistes obtenues grâce à ce modèle pourront être explorées dans des systèmes de 







Matériels et Méthodes 
I. Souches, milieux et plasmides 
Les souches utilisées dérivent toutes de la souche BY4742 (MATa, his3∆1, leu2∆0, 
ura3∆0). Les souches du crible ordonné possèdent le génotype suivant : (MATa, CAN1, LYP1, 
xxx∆::KanR, his3∆1, leu2∆0, ura3∆0, met15∆0) et sont croisées avec la souche (MATα, 
can1∆::STE2pr-HIS5sp, lyp1∆, XXX, his3∆1, leu2∆0, ura3∆0, met15∆0).  
Les milieux utilisés sont décrits dans les articles. Les milieux utilisés pour le crible 
ordonné sont récapitulés Tableau 4. 
Milieux Composition 
Sélection diploïdes  
SD-U+G418  
 
Glucose (20 g/L), DO-Ura (2 g/L), acide glutamique (1 g/L), 
YNB wo ammonium (1,7g/L), G418 (200 mg/L), agar (20 
g/L) 
Sporulation Glucose (0,5 g/L), DO-Ura (0,5 g/L), Uracile (17 mg/L), 




Glucose (20 g/L), DO-His-Ura-Met-Leu (2 g/L), Met (70 
mg/L), Leu (370 mg/L), canavanine (50 mg/L), thialysine 
(50 mg/L), agar (20 g/L) 
Sélection S2, 
SD-HU+Can+Thia+G418 
Glucose (20 g/L), DO-Lys-Leu-Arg-His-Ura (1,3 g/L), Leu 
(370 mg/L), YNB (1,7 g/L), canavanine (50 mg/L), 
thialysine (50 mg/L), G418 (200 mg/L), agar (20 g/L) 
Milieu non inducteur,   
SD-U+Can+Thia+G418 
Glucose (20 g/L), YNB (1,7g/L) DO-Trp-His-Leu-Ura-Ade 
(2g/L), Acide glutamique (1g/L), Leu (370 mg/L), Ade (70 
mg/L), Trp (70 mg/L), canavanine (50 mg/L), thialysine (50 
mg/L), G418 (200 mg/L), agar (20 g/L) 
Milieu inducteur,   
SG-U+Can+Thia+G418,  
Galactose (20 g/L), YNB (1,7g/L) DO-Trp-His-Leu-Ura-Ade 
(2g/L), Acide glutamique (1g/L), Leu (370 mg/L), Ade (70 
mg/L), Trp (70 mg/L), canavanine (50 mg/L), thialysine (50 
mg/L), G418 (200 mg/L), agar (20 g/L) 
Tableau 4 : Milieux utilisés lors du crible ordonné. 
 





II. Mutagenèse dirigée 
Les mutagenèses dirigées ont été réalisées à l’aide du kit Stratagene « QuikChangeTM 
Site-Directed mutaenesis Kit ». Les mutations familiales ont été intégrées grâce aux couples 
d’amorces suivant : Dutch : 1018 et 1019, Iowa : 1024 et 1025, English : 1020 et 1021, 

















Tableau 5 : Amorces utilisées. 
 
Une cassette NdeI-NdeI contenant la phase codante pour AßD23G optimisée pour 
l’expression dans E.coli a été synthétisée par Genscript. Le fragment a été amplifié par PCR a 
l’aide des amorces 1080 et 1081 (Tableau 5) afin d’y ajouter les sites NotI et SacI permettant 
son intégration aux sites NotI-SacI du plasmide Aß (M1-42).  
 






III. Mutagenèse aléatoire 
La mutagenèse aléatoire a été réalisée par PCR mutagénisante (cf. Résultats, partie 
II.B). Le fragment amplifié par PCR avec les amorces 546 et 902 sur le plasmide pYeαAß 2U 
a été intégré au plasmide pYeαAßarc2U linéarisé par digestion Bsu36I par Gap repair. Les 
levures transformées ont été repiquées sur milieu SD et SG casa. Les souches présentant un 
défaut de croissance en SG casa ont été sélectionnées, les plasmides sont ressortis par 
extraction phénol-chloroforme, et amplifiés dans E.coli. La toxicité est à nouveau testée en 
SD et SG casa et les candidats validés sont séquencés. 
 
IV. Crible génétique ordonné 
 La souche (MATα, can1∆::STE2pr-HIS5sp, lyp1∆, XXX, his3∆1, leu2∆0, ura3∆0, 
met15∆0) transformée par les plasmides pYeαGFP 2U, pYeαAßwtlGFP 2U ou 
pYeαAßG37ClGFP 2U sont croisées sur milieu complet YPD avec les souches délétées de 
génotype (MATa, CAN1, LYP1, xxx∆::KanR, his3∆1, leu2∆0, ura3∆0, met15∆0) organisés en 
4 réplicats à raison de 384 souches différentes par boites. L’ensemble de la banque de délétion 
est donc compris dans 20 boîtes. Les croisements sont réalisés en mélangeant les cellules 
MATa transformées aux cellules des souches délétées de signe sexuel opposé par prélèvement 
automatisé des cellules. Après 24 heures de croissance à 30 °C, les prélèvements de chaque 
« patch » de cellules sont déposés sur le milieu de sélection des diploïdes SD-Ura+G418. 
Après deux jours de croissance à 30 °C, les diploïdes sont prélevés et déposés sur le milieu de 
sporulation. Après 15 jours de sporulation à 30 °C, les haploïdes sont sélectionnés sur milieu 
de sélection S1, puis les levures résistantes au G418 sont sélectionnées sur le milieu de 
sélection S2. Les souches ainsi obtenues sont déposées sur milieu non inducteur et inducteur, 




La quantification de la taille des colonies a été réalisée par l’utilisation de l’outil de 
mesure des colonies (ScreenMill-colony measurement engine) sur ImageJ. Ces résultats ont 
ensuite été visualisés grâce au ScreenMill-Data Review et ScreenMill-Screen Visualization 
(Baryshnikova et al., 2010; Dittmar et al., 2010; Tong and Boone, 2006). Les mesures 
obtenues pour les colonies en milieu inducteur d’αGFP ont été comparées à celles obtenues 
pour αAßwtlGFP ou αAßG37ClGFP. À l’ensemble des candidats obtenus ont été retirées les 
souches positives lors de la comparaison des colonies en milieu non inducteur.  
 
V. Immuno-précipitation  
L’immuno-précipitation de la GFP ont été réalisées sur des levures transformées par 
pYeαAßwtlGFP 2U, pYeαGFP 2U ou pYeαAßarclGFP 2U. À partir d’une préculture en SD 
Casa d’une dizaine de clones de levures transformées, les cellules ont été diluée en SG casa à 
1 UDO/mL. Après 6 ou 24 h d’expression à 30 °C, 10 UDO de cellules ont été récoltées. 
L’immuno-précipitation a été réalisée à l’aide du kit « µMACSTM Epitope Tag Protein 
Isolation Kit » de Miltenyi Biotec selon les recommandations du fournisseur. Les protéines 
ont été analysées en SDS-PAGE puis les gels ont été colorés à l’argent. 
 
VI. Mesure de la respiration mitochondriale 
Les mesures de consommation d’oxygène ont été réalisées sur les cellules en culture. 
Une préculture en milieu Lactate de levures transformées par le plasmide vide pYeHFN 2U 
ou le plasmide pYeαAßarclGFP est diluée à 0,3 UDO/mL dans du milieu lactate additionné de 
Galactose 0,2 %. À 0 et 8 h d’induction, 1mL de cellules en culture est prélevé. Les mesures 
de consommation d’oxygène sont réalisées par polarographie en utilisant une électrode de 
clark dans une chambre thermostatée à 30 °C. Les taux respiratoires (JO2) ont été déterminés 




ont été également réalisées après l’ajout d’éthanol (0,1 % final), de Triéthyltin (TET) (0,2 






















I. Tableau récapitulatif des cribles génétiques 
Ce tableau récapitule l’ensemble des deux cribles génétiques, ordonné (O) et positif 
(P). Pour chaque souche, sont indiqués les noms systématique et commun et la description du 
produit du gène délété, le crible dont elle est issu et enfin son phénotype de croissance lors de 
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Abstract 
In the past, studies using Saccharomyces cerevisiae, a unicellular eukaryotic model, have 
enabled major breakthroughs in our understanding of a plethora of cellular and molecular 
processes. Today, a “re-invention” of its use in fundamental and applied research is paving 
the way for a better understanding of the mechanisms causing neurodegeneration. The rise of 
neurodegenerative diseases is becoming increasingly problematic in our ageing society. Most 
prevalent is Alzheimer’s disease (AD), affecting more than 35 million people worldwide [1] 
and causing an enormous burden, both on a personal and a communal level. The disease is 
characterized by two major pathological hallmarks, being extracellular amyloid plaques 
consisting mainly of Aβ peptides and intracellular neurofibrillary tangles (NFTs) consisting of 
hyperphosphorylated tau protein. Despite the huge importance of thoroughly understanding 
the underlying molecular mechanisms of neurodegeneration, progress has been slow. 
However, multiple complementary research methods are proving their worth, not in the least 
work done with S. cerevisiae, which combines well-established and fast genetic and 
molecular techniques with an ability to faithfully capture key aspects of neurodegeneration. In 




model system for AD.  
Yeast as a model system 
Historically, Saccharomyces cerevisiae, also known as baker’s and budding yeast, has proven 
to be instrumental in deciphering mechanisms behind a variety of important and conserved 
cellular and molecular pathways. These cellular processes include the regulation of the cell 
cycle, the secretory pathway, mitochondrial biology, gene interactions and recombination. In 
1996, it was the first eukaryote to have its genome fully sequenced, a genome which proved 
to be very condense, with 6600 ORFs (open reading frames) annotated to date [2-4]. By 
comparison, the human genome features three to five times as many genes, however, the 
human genome is also more than 200 times longer. Sixty percent of yeast genes show 
significant homology to human genes, or have at least one conserved domain, often 
implicated in signal transduction or specific metabolic processes [5]. Furthermore, 
approximately thirty percent of genes known to be implicated in human disease have a yeast 
ortholog [6]. Since the publication of the genome sequence, an enormous wealth of genome-
wide information has become easily accessible in corresponding databases (Table 1), and 
paved the way for S. cerevisiae to become the eukaryotic model of choice for the 









Database or search URL 
       General yeast genome and proteome databases 
Saccharomyces Genome Database (SGD Stanford) http://www.yeastgenome.org/ 
Comprehensive Yeast Genome Database (CYGD-MIPS) http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/index.jsp 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) http://www.genome.jp/kegg/ 
        Yeast mutant collections 
Saccharomyces Genome Deletion Project http://www-sequence.stanford.edu/group/yeast_deletion_project/ 
EUROpean Saccharomyces Cerevisiae ARchive for 
Functional analysis (EUROSCARF) 
http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/ 
        Yeast-mammalian or yeast-human homology searches 
Mammalian homology to yeast (SGD) http://www.yeastgenome.org/mammal/ 
Clusters of orthologous groups of proteins (COGs) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/ 
Discover homologs (Homologene) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene 
       Yeast-human diseases  
Yeast homologs of human disease-associated genes http://mips.gsf.de/proj/yeast/reviews/human_diseases.html 
Mitochondria-related proteins, genes and diseases 
(MitoP) 
http://www.mitop.de:8080/mitop2/ 
      Yeast proteome analysis  
Yeast Protein Localisation database (YPL.db) http://ypl.uni-graz.at/pages/home.html 
Yeast GFP Fusion Localization database (yeastgfp) http://yeastgfp.yeastgenome.org/ 
Database of Interacting Proteins (DIP) http://dip.doe-mbi.ucla.edu 
Molecular Interactions Database (MINT) http://160.80.34.4/mint/ 
Information Hyperlinked Over Proteins http://www.ihop-net.org/UniPub/iHOP/ 
       Yeast expression analysis 
Princeton Microarray database http://puma.princeton.edu/ 
Yeast Microarray Global Viewer (yMGV) http://www.transcriptome.ens.fr/ymgv/ 
       Yeast phenotypic analysis  
Saccharomyces cerevisiae Morphological Database 
(SCMD) 
http://yeast.gi.k.u-tokyo.ac.jp/ 




Table 1: Websites of interest in yeast research 
As an experimental model system, Saccharomyces cerevisiae offers a wide variety of 
approaches [7]. The available deletion and overexpression libraries make experiments 
designed to uncover genetic interactions easily accessible, as well as studies examining the 
involvement of certain genes in a variety of processes and physiological responses. Large 
scale studies especially benefit from these collections. On the proteomics level, protein 




immunoprecipitation experiments, as well as protein microarrays. In this technique, nickel- or 
nitrocellulose-coated slides covered with tagged proteins can be used to distinguish protein-
protein, protein-nucleic acid and protein-lipid interactions. Analysing protein localisations is 
facilitated by the ease of which GFP- or dsRed fusion proteins can be expressed in yeast. 
Saccharomyces cerevisiae is especially well suited for high throughput screening. The 
availability of deletion [8] and overexpression libraries [9, 10] in combination with highly 
automated research methods creates the possibility to quickly assess the effect of thousands of 
genes. A typical experimental design for discovering genes capable of modifying a toxic 
phenotype is shown in Fig. 1. S. cerevisiae was also the first organism where genome-wide 
transcriptional profiling was performed, using cDNA microarrays, thus allowing systematic 
large scale profiling of mRNA levels in a cell population [11]. The biological effects of small 
molecules can also be easily determined using yeast assays. A large amount of molecules can 
be tested simultaneously by utilizing automatized systems, while the yeast deletion collection 
can help clarify the role of certain genes in the effect of a given molecule [12, 13]. 
For a long time, the use of yeast in human disease-related research was constricted to disease 
genes with a direct homologue in yeast. Recently however, so-called humanized yeast models 
where human genes without a yeast homologue are introduced yeast cells are becoming 
implemented as a valuable research tool for deciphering underlying molecular causes of 
human disease [14-16]. In a research community where the use of a multitude of model 
systems is becoming more prevalent and accepted every day, the use of yeast to model 
complex human diseases is often still met with surprise or disbelief, even when the 
advantages of using yeast as an early screening tool are so apparent. And while it is true that 
S. cerevisiae is the most simple eukaryote, the conservation of essential pathways and genetic 
homology between yeast and human is to be considered. So far, yeast has contributed to the 




disease, amyotrophic lateral sclerosis (ALS), frontotemporal dementia and several 
tauopathies, among others.  
 
Approaches to modeling Aβ toxicity in yeast 
 APP processing 
Senile or amyloid plaques are the pathological hallmark of AD which have received the most 
attention. They consist mainly out of Aβ-peptides. These peptides are generated through the 
subsequent cleavage of the amyloid precursor protein (APP) by β- and γ-secretase, in the 
amyloidogenic pathway. Alternatively, APP can be processed via the non-amyloidogenic 
pathway, in which α-secretase cleaves APP inside the Aβ region (Fig. 2) [17]. APP is a type I 
transmembrane protein with putative functions related to signaling, cell adhesion and 
neuronal maturation and migration [18]. An iron-export ferroxidase function has been 
reported as well [19]. Processing by β-secretase releases the N-terminal ectodomain and 
leaves a membrane-bound C-terminal fragment called C99. This fragment can then be cleaved 
intramembraneously by γ-secretase (Fig.3 A) [20]. This cleavage is somewhat more 
promiscuous, and Aβ peptides ranging from 38 to 43 amino acids can be produced [21]. In 
healthy individuals, mainly Aβ40 is generated, but in AD, the balance between Aβ40 and Aβ42 
is shifted in favour of the longer form, which is more hydrophobic and more prone to 
aggregation [22]. In familial AD, Aβ42 is present in greater amounts due to mutations in either 
APP or presenilin, the catalytic subunit of γ-secretase. Mutations in the Aβ part of APP can 
change its aggregation properties, another cause of familial AD [23]. 
Earlier research focused mainly on the extracellular amyloid plaques, but more recently 
attention has shifted towards the intracellular effects of Aβ42 [24]. APP is translocated in the 




significant fraction of Aβ can be reinternalized, and evidence suggests APP processing can 
take place in the secretory and endosomal pathway as well [25, 26]. There still are a lot of 
questions regarding what the toxic species is, but toxicity has been reported from a range of 
soluble Aβ oligomers. The large extracellular plaques are mainly inert and considered to be 
less toxic, although it might represent a reservoir for soluble Aβ. Exactly how the toxic 
oligomers cause cellular distress remains unclear, but it is suggested the cytotoxicity might 
arise through inhibition of the proteasome [27], oxidative stress due to ROS production and 
damaged mitochondria [28, 29], changes in endocytic efficiency [30], disruption of Ca2+-
signaling [31] and alterations to synaptic receptor levels and activity [32].  
Initial yeast studies on Aβ focused on the processing of APP and C99. The first study from 
Zhang and colleagues expressed APP fused to the prepro-α-mating factor, which serves as a 
signal sequence, in a protease deficient yeast strain [33]. After Kex2-processing in the late-
Golgi complex, cleaving off the α-factor, full-length APP could be detected. The researchers 
showed that APP underwent further processing, as an N-terminal ectodomain was released in 
the medium and a C-terminal fragment could be detected, the same size of the C-terminal 
fragment released by α-secretase cleavage in human cells. In a follow-up study, it was shown 
that two GPI-linked aspartyl proteases were responsible, Yap3 and Mkc7 [34]. Cleavage did 
not occur in mutants where transport from the ER to the Golgi was blocked. Experimental 
evidence supports an α-secretase-like activity, most likely processing APP in the late Golgi 
(Fig. 3B). No endogenous β- or γ-secretase activity was observed in yeast cells, but strains 
have been engineered where APP fragments could be cleaved by human β-secretase (BACE1) 
or a reconstituted γ-secretase complex. In case of BACE1, an APP fragment containing the β-
site, the transmembrane domain and the C-terminal domain was fused to yeast invertase. 
Upon expression of β-secretase, growth could be restored on selective plates [35]. For γ-




expression of all four γ-secretase subunits, GAL4 was released and triggered the transcription 
and translation of β-galactosidase, which can easily be detected by assaying using ONPG 
(ortho-nitrophenyl-β-galactoside). Β-galactosidase activity could only be detected when all 
four subunits were expressed [36]. 
The proteasome is able to remove aggregation-prone peptides from the cell, and as it is 
suggested that proteasomal activity is impaired in AD, Sparvero et al. assayed the processing 
of the C99 fragment both in wild type yeast, and in a yeast strain where two subunits of the 
proteasome were mutated, resulting in a severe impairment of its activity [37]. ZipTip 
immunocapture and mass spectrometry were used to analyze peptides reactive to an Aβ 
antibody. They found that when proteasomal activity is impaired, the proteomic fragment 
profiles of C99 were radically different, suggesting that other protein quality control 
mechanisms could compensate and act upon C99 (Fig. 3C). This response led to the 
production of peptides that were more hydrophopic and could thus aggregate more readily. 
Cells with a functioning proteasome showed a smaller number of fragments, which were 
generally less aggregation prone. Two larger, amyloidogenic species were however detected 
in the wild type yeast cells as well, so a small portion of proteasomal activity might contribute 
to the generation of toxic species.  
 Aβ toxicity 
Up until recently, studies attempting to express native Aβ42 in S. cerevisiae failed to produce 
detectable levels of the peptide, either because of extremely rapid degradation or through 
counterselection due to Aβ-toxicity. It had already been reported that an Aβ-GFP fusion 
protein was able to slightly lower growth yield and induce a heat shock response in yeast. In 
2011 however, two groups succeeded in making a yeast model capable of expressing the 




sequence, codon optimized for expression in yeast (Fig. 3D) [38]. The function of KAR2 was 
to direct the peptide into the secretory pathway. As the yeast cell wall restrains any secreted 
peptides, Aβ remains in the periplasm and can interact with the plasma membrane and 
undergo endocytosis, trafficking through pathologically relevant cellular compartments. 
When expressed from a galactose-inducible multi-copy plasmid, Aβ caused a slight decrease 
in growth rate. In order to allow genetic screens, tandem copies of the construct were 
integrated in the genome, resulting in a robust cytotoxic effect, leading to a strain with 
impaired growth on galactose, without a major increase in lethality. An Aβ40 construct was 
created as control, this peptide was less toxic for yeast cells. The native peptide could be 
detected using western blotting, and unboiled samples revealed oligomers of Aβ42, and 
significantly less oligomers of Aβ40, indicating that as in neurons, oligomeric species 
contribute to cytotoxicity. An overexpression library of 5532 open reading frames (ORFs) 
was transformed into the Aβ42 screening strain, displaying an intermediate Aβ-toxicity, so that 
toxicity enhancers or suppressors could be identified easily. 17 enhancers and 23 suppressors 
were discovered, many of which showed sequence similarity to human genes. Twelve hits had 
clear human homologues, with three results involved in clathrin-mediated endocytosis and 
seven that were functionally associated with the cytoskeleton. Several of these genes had 
human homologues with a connection to AD risk factors, most notably the human homologue 
of YAP1802, PICALM, which is one of the most highly confirmed risk factors for sporadic 
AD [39, 40]. For selected hits, experiments have been carried out using transgenic C. elegans 
and rat cortical neurons. The outcome of these experiments supported results obtained from 
yeast, thus validating the model. Finally, the effect of Aβ42 on clathrin-mediated endocytosis 
was looked into, by analyzing the localization of the Ste3-YFP fusion protein. In control cells, 
this protein localizes to the lumen of the vacuole, while endocytosis in Aβ42-expressing cells 




overexpression of three of the toxicity suppressor hits was in each case able to partially rescue 
the endocytic defect.  
D’Angelo and colleagues were also able to validate a yeast model for Aβ42-induced 
cytotoxicity [41]. A fusion between the prepro-α-mating factor, Aβ42 and GFP caused clear 
and reproducible cytotoxicity (Fig. 3F). The α-mating factor-Aβ42 fusion without GFP was 
cytotoxic as well, but western blot analysis revealed the expression of this construct was 
significantly lower. GFP appears to stabilize Aβ, which is otherwise quickly broken down, 
but is not responsible for any observed cytotoxic effect. A fusion protein containing the Arctic 
mutant of Aβ42 showed an increase in toxicity when compared to wild type Aβ. The 
importance of trafficking through the secretory pathway was exemplified, as Aβ without 
prepro signal sequence did not cause any cytotoxicity. Interestingly, aggregates formed by Aβ 
with and without signal sequence appeared to be different, after filter-trap and fluorescent 
microscopic analysis. When expressed in the cytoplasm, without signal sequence, Aβ-GFP 
was distributed homogenously, and some foci could be seen (Fig. 3E). When expressed 
through the secretory pathway, there was no fluorescence at all, indicating that aggregation of 
the protein somehow obstructed GFP to fold into its native state. A linker between Aβ and 
GFP was able to restore fluorescence. Respiration rates were monitored in aerobic conditions, 
and it was shown that the presence of Aβ caused a decrease in oxygen consumption. As the 
mitochondrial content was unchanged, it is plausible that this decrease might arise from an 
inhibition of the electron transport chain. As Hsp104 has been reported to play an important 
role in handling Huntingtin aggregates in yeast [42], the researchers tested whether it would 
affect Aβ toxicity. Somewhat surprisingly, deletion of Hsp104 partially restored the growth 
defect caused by expression of Aβ. As Hsp104 is a cytoplasmic protein, this observation 
suggests that at least part of the Aβ peptides are able to escape the secretory pathway and end 




Hsp104 has an effect on the aggregation properties of Aβ. Deletion of YAP1801 and 
YAP1802, the yeast homologues of human PICALM, caused a decrease in toxicity, and 
expression of mouse PICALM was able to partially restore the toxic phenotype observed after 
expression of Aβ in wild type yeast. This result is somewhat at odds with results obtained by 
Treusch et al., where overexpression of YAP1802 rescued the cell from toxicity, due to an 
upregulation of endocytosis. This discrepancy might be due to a fundamental difference in 
both models: the model by Treusch et al. uses codon optimized tandem constructs integrated 
in the genome, which causes a very high production rate. D’Angelo et al. express their Aβ 
construct using a multi-copy plasmid, creating intermediate levels of Aβ. Another possibility 
is that PICALM might decrease toxicity when Aβ levels are very high, while increasing 
endocytosis leads to an inverse effect when the amount of Aβ is below a certain threshold. 
The fact that two different signal sequences are used might warrant for some different 
outcomes as well. Overall, both models clearly show how yeast can be used as a relevant tool 
for human disease research, replicating important pathological events as cytotoxicity, 
oligomerization and the involvement of genes with relevant human counterparts. In both 
cases, correct processing through the secretory pathway proved instrumental for Aβ to cause 
cytotoxicity in yeast. 
 Aβ aggregation 
Yeast models have been used as well to specifically study Aβ oligomerization. Aβ was fused 
to the C-terminal part of Sup35p, an essential translation termination factor (Fig. 3G) [43]. 
Sup35p is a known yeast prion protein, and its aggregation state can easily be assayed using 
the nonsense allele ade1-14, in which a premature stopcodon is introduced. Sup35p in its 
normal state will result in a truncated enzyme, rendering the cells unable to grow on synthetic 
medium without adenine. Additionally, they will accumulate a red intermediate of adenine 




translation termination at the premature stop codon is impaired, so the cells gain the ability to 
grow on medium without adenine and stop producing the red intermediate pigment. The N-
terminal part of Sup35p is responsible for its prion properties, but is not necessary for the 
essential function of the protein. By fusing Aβ to the essential C-terminal part of Sup35p, 
without the prion domain, an easy oligomerization assay was created, which has been used to 
discover specific point mutations which inhibited Aβ oligomerization. Furthermore, 
consistent with the results of D’Angelo et al., the assay demonstrated that Hsp104 could 
interact with Aβ. Deletion of Hsp104 inhibited the oligomerization process. More recently, 
this assay has been used in a high-throughput screen in an effort to discover anti-oligomeric 
compounds [44]. A library of 12800 small molecules was tested, two of which were hits. 
These two compounds were subjected to further biochemical analysis, which confirmed the 
anti-oligomeric effect, validating this screening method as a reliable and cost-effective 
approach to these types of questions.  
 
Yeast models for tau 
The tau protein is a microtubule-associated protein involved in the stabilization and spacing 
of microtubules, which makes it an important factor in the regulation of axonal transport [45]. 
Apart from binding to microtubules, tau is also known to interact with other cellular 
components and enzymes, for example the plasma membrane [46, 47], actin filaments [48] 
and src tyrosine kinases like FYN [49-51]. Tau can exist in six different isoforms, arising 
from differential mRNA splicing. The isoforms differ in the presence or absence of two N-
terminal inserts of which the function is still undetermined, and an additional repeat of a 
tubulin-binding motif in the microtubule-binding domain, affecting the ability of tau to 




phosphorylation, and the interplay of various kinases and phosphatases creates a dynamic 
scenario where the stability of microtubules can be easily altered [52, 53]. On the longest tau 
isoform, 79 putative Ser/Thr phosphorylation sites can be found, and phosphorylation of 30 of 
these sites has already been reported. In AD, tau can be detected a variety of aggregated 
forms, including intracellular paired-helical fragments (PHFs) and neurofibrillary tangles 
(NFTs) [54]. Tau protein in these aggregates is hyperphosphorylated, an observation which 
has caused a lot of interest in tau phosphorylation studies [55]. This hyperphosphorylation 
changes the conformation of tau, facilitating oligomerization and aggregation (gain of 
function), and leading to the release of tau from microtubules, thus destabilizing them (loss of 
function) (Fig. 4A). In vitro studies support the notion that hyperphosphorylation of tau 
facilitates aggregation, but the exact phosphorylation sites important for the process remain 
elusive, as well as the mechanisms by which tau eventually causes cytotoxicity and cell death.  
Few studies have used yeast to study the biology of tau, but the results of those that do 
indicate that yeast can serve as a reliable model, as key aspects of tau pathophysiology such 
as phosphorylation, conformational change and aggregation can be faithfully recapitulated 
[56]. When human 3R- and 4R-tau is expressed in S. cerevisiae, phosphorylation on 
pathologically relevant epitopes can be detected using phosphospecific antibodies, proving 
the existence of yeast kinases that are able to recognize and phosphorylate tau [57]. In 
addition, tau could also be detected using the conformation-dependent antibody MC-1, a 
marker for pathological tau filaments and their precursors [58-60]. In part, tau could be 
detected in the sarkosyl-insoluble fraction (SinT – sarkosyl-insoluble tau), indicating 
aggregated species [57]. Importantly, these characteristics were modulated by yeast kinases 
Mds1 and Pho85, respectively the orthologues of human kinases GSK-3β and cdk5, these are 
the two best characterized in vivo tau kinases. Both are able to phosphorylate tau directly, and 




inhibition of GSK-3β [61]. When Mds1 was deleted in S. cerevisiae, phosphorylation on the 
AD2 (P-S396-P-S404) and PG-5 (P-S409) isotope was decreased significantly. This was 
expected for the AD2 isotope, as this is a direct target of GSK-3β in mammals [62]. PG-5 
however is not a typical target of GSK-3β , but of PK-A, which might indicate that Mds1 is 
able to affect phosphorylation on the PG-5 isotope indirectly [63, 64].  Interestingly, deleting 
Pho85 resulted in a significant increase of the immunoreactivity using these antibodies. This 
hyperphosphorylation was accompanied by an increase of MC-1 immunoreactivity and the 
presence of higher tau levels in the sarkosyl-insoluble fraction [57] (Fig. 4B). This 
observation links phosphorylation on these two epitopes to tau aggregation, and supports the 
idea that, like in mammals with cdk5 [65], Pho85 is able to affect tau phosphorylation 
indirectly, by acting as a negative regulator of phosphorylation, and thus conformational 
change and aggregation. 
In vitro testing revealed further characteristics of hyperphosphorylated tau using two different 
techniques [57, 66]. Soluble tau isolated from WT, mds1Δ and pho85Δ retained its 
phosphorylation state, and it was shown that filament formation happen significantly faster 
with tau isolated from the pho85Δ strain, consisted with its hyperphosphorylated state. 
Moreover, upon further fractionation, an MC-1 positive fraction could be obtained, and 
addition of these species to soluble tau vastly accelerated tau aggregation. This observation is 
consistent with a seeding capacity of hyperphosphorylated tau. In a second experiment, the in 
vitro binding capacity of yeast-isolated tau to microtubules was tested, using taxol-stabilized 
microtubules consisting of pig tubulin. An inverse correlation between phosphorylation state 
and the ability to bind and stabilize microtubules could be demonstrated, as tau isolated from 
the pho85Δ strain showed the poorest MT binding. Tau from the wild type strain performed 
better in this assay, followed by mds1Δ tau, which showed an impaired phosphorylation state. 




yeast and mammalian tubulin.  
Several clinical FTDP-17 (frontotemporal dementia and Parkinsonism linked to chromosome 
17) tau mutants were expressed in WT, mds1Δ and pho85Δ yeast strains, and their 
phosphorylation patterns and SinT levels were analyzed [67]. The effect of these mutations 
has been speculated to range from altering the ratio between 3R and 4R tau by influencing 
splicing efficiency, over affecting the microtubule binding capacities of tau, to changing the 
conformation of tau [54, 55, 68]. Interestingly, both P301L and R406W tau showed a 
decrease in phosphorylation at the PG5 epitope compared with the wild type tau, and SinT 
levels were reduced. These findings again suggested the importance of phosphorylation at this 
site in triggering tau phosphorylation. To confirm this, the PG5 epitope was mutated and the 
result of expression of the synthetic S409A- and pseudophosphorylated S409E-mutants was 
analyzed. The S409A mutant showed a reduction in aggregation, while the SinT levels of 
S409E tau were increased or comparable to the wild type. Phosphorylation of this epitope was 
also revealed to be detrimental for tau-microtubule interactions, revealing an antagonistic 
balance between propensity to aggregate and microtubule-binding. Interestingly, the S409A 
tau mutant showed a decrease in immunoreactivity at the AD2 epitope, pseudophosphorylated 
S409E tau conversely showed an increase of phosphorylation at this site. It appears that 
phosphorylation at S409 and S396/S404 is interdependent, and S409 phosphorylation might 
prime subsequent phosphorylation at the AD2 site.  
As increasing evidence suggests that oxidative damage plays a role in the development of 
neurodegenerative disorders [69-72], the effect of oxidative stress and mitochondrial 
dysfunction on SinT formation of wild type and mutant tau was assessed [67]. Oxidative 
stress was applied by adding ferrous sulfate to the medium, which increases free radical 
formation. SinT levels in cells that had undergone this treatment were markedly increased, in 




aggregation when subjected to oxidative stress. Interestingly, tau phosphorylation was 
decreased following ferrous sulfate treatment, especially at the AD2 and PG5 epitopes, 
suggesting that oxidative stress triggers an aggregation mechanism parallel to 
hyperphosphorylation (Fig. 4B). Moreover, oxidative stress treatment elevated SinT levels of 
S409A tau to levels comparable with wild type and S409E tau in untreated cells, again 
indicating that AD2 site phosphorylation is not a prerequisite for aggregate formation. As 
oxidative stress and mitochondrial dysfunction are closely linked, two deletion strains were 
analyzed as well, i.e. sod2Δ, lacking mitochondrial manganese-dependent superoxidase 
dismutase activity [73] and rim1Δ, which lacks a single-stranded DNA-binding protein 
essential for mitochondrial genome maintenance [74]. Similar to the results obtained in the 
oxidative stress experiments, SinT levels for tau 2N/4R were significantly elevated. The 
increase in SinT for S409A and S409E tau was in the same range, once again indicating that 
oxidative stress and hyperphosphorylation might be working synergistically on tau 
aggregation. 
A note that has to be made is that although tau exhibits important features like 
hyperphosphorylation and aggregation in S. cerevisiae, no toxic effect was observed on 
exponentially growing cells, implying that aggregation is not necessarily linked to 
cytotoxicity. However, because experiments were performed on cells in the exponential 
growth phase, important factors like mitochondrial dynamics and oxidative stress were 
somewhat excluded. It is possible that tau does have a toxic effect in aging cell populations, 
affecting the longevity of the yeast culture.  
 
Concluding remarks and future perspectives 




offer. Of course, some elements of neurodegeneration cannot be faithfully recaptured in 
unicellular eukaryote as simple as S. cerevisiae, with its absence of synapses and whatnot. 
However, the high level of homology with the human genome and the conservation of 
important basic pathways relevant to human disease make yeast a powerful model to consider, 
especially combined with the experimental advantages. Now robust and reliable models for 
Aβ and tau have been established, exciting developments regarding the underlying molecular 
mechanisms of cytotoxicity are closer than ever. The involvement of several genes have 
already been implicated today, results that could be confirmed in higher organisms, and we 
strongly believe that this inclusion of several model systems is the way forward. So to the 
naysayers, look again, because there is something more to this organism than baking bread 
and brewing beer. 
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Fig.1: High-throughput experiments can easily be performed in Saccharomyces cerevisiae. A) 
A yeast strain expressing an inducible toxic Aβ construct is transformed by a library of 5532 
ORFs. After replica-plating from non-inducing to inducing conditions, plasmids from 
transformants displaying additional toxicity or an increase in growth can be isolated and 
sequenced, in order to identify the responsible ORF. B) In order to further analyse the effect 
of deletion or overexpression of selected genes, the Aβ construct can be transformed into the 
proper deletion or overexpression strains, after which the necessary experiments can be 
performed.  
Fig.2: The amyloid precursor protein APP is targeted to the plasma membrane, where it can 
be cleaved, in the non-amyloidogenic pathway, by α-secretase, leading to the production of a 
soluble fragment sAPPalpha, which is released into the extracellular space. The C-terminal 
part of 83 amino acids length (C83) remains embedded in membrane and can subsequently be 
cleaved by γ-secretase, releasing the p3 fragment . In the amyloidogenic pathway, ß-secretase 
cleavage produces a 99 amino acids fragment (C99) retained within the membrane. C99 is 
cleaved by γ-secretase present in the plasma membrane, but also in the ER, resulting in 
release of the Aß peptide. 
Fig.3: In neurons, the Aß peptide is not only produced at the plasma membrane, but may also 
be generated in intracellular compartments such as the endoplasmic reticulum and the trans-
Golgi.(A) Also, extracellularly released peptides can be re-endocytosed. These different 
mechanisms allow to detect Aß in multivesicular bodies (MVB), lysosomes, ER and Golgi, 
but also in mitochondria and the cytosol. APP processing, Aß toxicity and aggregation were 
modeled in S. cerevisiae. APP (B), the C99 fragment (C), Aß alone (D) or fused to GFP (F) 




(B, C and F) or Kar2 (D). These models allowed Zhang et al. to identify “secretase-like” 
activities in yeast (B, Yap3 and Mkc7), whereas Sparvero et al. put in light the essential role 
of the proteasome in the removal of aggregation prone species after expression of C99. (C) 
The toxicity models of Treusch et al. (D) and D’Angelo et al. (F) have highlighted the 
involvement of clathrin-dependent endocytosis (via Yap1802, Yap1801, red star) in Aß 
toxicity, but also demonstrated a rapid alteration of cellular respiration following Aß 
expression in the secretory pathway. Cytoplasmic models of Aß aggregation using Aß fused 
to GFP (E) or to the C-terminal part of Sup35 (lacking prion domain) (G), helped to underline 
the role of Hsp104 in Aß aggregation and led to an efficient oligomerization assay. 
 
Fig.4: A) In healthy neurons, Tau binds to and stabilizes microtubules. This binding can be 
regulated by differential levels of Tau phosphorylation, creating a very dynamic scenario 
where the cell can easily alter the stability of microtubules, important for efficient 
transmission of signals. In neurons affected by AD however, Tau is hyperphosphorylated due 
to an altered activity of diverse kinases and phosphatases, impairing its ability to bind 
microtubules. Hyperphosphorylation of tau changes its conformation and causes tau to 
oligomerize and eventually to aggregate into paired helical fragments (PHFs) and 
neurofibrillary tangles (NFTs). The microtubules on the other hand are destabilized and will 
begin to depolymerize, leading to a disruption of the cytoskeleton and severe problems in 
signal transmission. B) In Saccharomyces cerevisiae, the Tau protein can be expressed after 
transformation with a vector containing a Tau construct. In a wild type strain, a fraction of 
Tau is phosphorylated on relevant pathological epitopes, as determined by immunodetection 
with phosphospecific antibodies. SinT assays also determined that a minor fraction of Tau is 
insoluble in sarkosyl, a measurement for aggregated species. In mds1Δ and pho85Δ deletion 




were affected, with less phosphorylation and aggregated species in mds1Δ and a significant 
increase in phosphorylation and aggregation levels in pho85Δ. Interestingly, when applying 
oxidative stress, phosphorylation levels were slightly lower than compared to the wild type, 
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